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1 MATERIEL VIRAL ET FRAGMENTS NUCLEOTIDIQUES ASSOCIES A LA SCLEROSE EN PLAQUES, A DES 
FINS DE DIAGNOSTIC, PROPHYLACTIQUES ET THERAPEUTIQUES. 

(57) Materiel viral, a I'etat isole ou purifie, dont le genome a - 
c&mprend une sequence nucleotidique choisie dans le 

groupe incluant les sequences SEQ ID NO 46, SEQ ID NO ^ 

51 , SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, leurs 
sequences complementaires, et leurs sequences equiva- 
fentes, notamment les sequences nucleotidiques presen- 
tant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 

moins 50% et preferentiellement au moins 70% d'homolo- Julc2 

gie avec respectivement lesdites sequences SEQ ID NO 
46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ 
ID NO 56, et leurs sequences complementaires. 
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La Sclerose en Plaques (SEP) est une maladie 
demy§linis^nte du systeme nerveux central (SNC) dont la 
cause complete reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont etayfe I'hypothdse d'une 
5 etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s'est avere etre 1' agent causal 
recherch6: une revue des virus recherch6s depuis des 
annees dans la SEP a ete faite par E. Norrby (1) et R.T. 
Johnson (2), 

10 Recemment, un retrovirus, different des 

retrovirus humains connus a ete isole chez des patients 
atteints de SEP (3,4 et 5). Les auteurs ont aussi pu 
montrer que ce retrovirus pouvait etre transmis in vitro", 
que des patients atteints de SEP produisaient des 

15 anticorps susceptibles de reconnaitre des proteines 
associees a 1' infection des cellules leptomeningees par ce 
retrovirus, et que 1' expression de ce dernier pouvait etre 
fortement stimuiee par les genes immediats-precoces de 
certains herpesvirus (6) . 

20 Tous ces resultats plaident en faveur du r61e 

dans la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activite transcriptase inverse detectable selon 
la methode publiee par H. Perron (3) et qualifiee 
d 1 activite "RT de type LM7". Le contenu de la publication 

25 identifiee par (3) est incorpore a la presente 
description, par reference, 

Recemment, les travaux de la Demanderesse ont 
permis d^btenir deux lignees continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 

30 patients differents atteints de SEP, par un procede de 
culture tel que decrit dans le document WO-A-9320188 , dont 
le contenu est incorpore par reference a la presente 
description. Ces deux lignees derivees de cellules de 
plexus-choroldes humains, denommees LM7PC et PLI-2 ont ete 

35 depos6es & l f E,C.A.C.C. respectivement le 22 juillet 1992 
et le 8 janvier 1993, sous les numeros 92 072201 et 
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93 010817, conf ornament aux dispositions du Traite de 
Budapest. Par ailleurs, les isolats viraux possedant une 
activity RT de type LM7 ont egalement ete deposes a 
1 'E.C.A.-C.C. sous la denomination globale de "souches". La 
5 "souche" ou isolat heberge par la lignee PLI-2, denommee 
POL-2, a et6 deposee aupres de l'E.C.A.C.C. le 
22 juillet 1992 sous le n° V92072202. La "souche" ou 
isolat heberge par la lignee LM7PC, denommee MS7PG, a et§ 
deposee auprfes de l'E.C.A.C-C. le 8 janvier 1993 sous le 

10 n° V93010816. 

A partir des cultures et des isolats precites, 
caractferises par des criteres biologiques et 
morphologiques, on s f est ensuite attache a caractferiser le 
materiel nucleique associe aux particules virales 

15 produites dans ces cultures. 

La presente demande de brevet a pour objet 
differents resultats, supplementaires par rapport a ceux 
dej& proteges par les demandes de brevet franca is : 
-N° 92 04322 du 03.04.1992, publiee sous le N° 2 689 519; 

20 -N° 92 13447 du 03.11.1992, publiee sous le N° 2 689 521; 
-N° 92 13443 du 03.11.1992, publiee sous le N° 2 689 520; 
-N° 94 01529 du 04.02.1994 ; 
-N° 94 01531 du 04.02.1994 ; 
-N° 94 01530 du 04.02.1994 ; 

25 -N° 94 01532 du 04.02.1994 ; 
-N° 94 14322 du 24.11.1994 ; 
-et N° 94 15810 du 23.12.1994 ; 

les six dernieres demandes de brevet frangais n'etant pas 
encore publiees, S la date de d§pot de la presente demande 
30 de brevet. 

La presente invention concerne tout d'abord un 
materiel viral, a 1'etat isole ou purifie, pouvant etre 
apprfehendfe ou caracterise de differentes manieres : 
- son gfenome comprend une sequence nucl^otidique choisie 
35 dans le groupe incluant les sequences SEQ ID NO 46, 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et 
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SEQ ID NO 56, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucieotidiques presentant, pour toute suite de 
100 monomeres contigus, au moins 50 % et 

5 pref ferentiellement au moins 70 % d'homologie avec 
respectivement lesdites sequences SEQ ID NO 46, 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et 

SEQ ID NO 56, et leurs sequences complementaires ; 

- la region de son genome comprenant les genes env, pol et 
10 une partie du gdne gag, Sl 1' exclusion de la sous-region 

ayant une sequence identique ou equivalente a 
SEQ ID NO 1/ code pour tout polypeptide presentant, pour 
toute suite contigue d'au moins 3 0 acides amines, au 
moins 50 %, et de preference au moins 7 0 % d'homologie 
15 avec une sequence peptidique codee par toute sequence 
nucleotidique choisie dans le groupe incluant 
SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 
et SEQ ID NO 56, et leurs sequences complementaires ; 

- le g£ne pol comprend une sequence nucleotidique 
20 identique ou equivalente, partiellement ou totalement, a 

SEQ ID NO 57, a l 1 exclusion de SEQ ID NO 1, 

La presente invention concerne egalement 
differents fragments nucieotidiques, comprenant chacun une 
sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
25 (a) toutes les sequences genomiques, partielles et totale, 
du gene pol du virus MSRV-1, sauf la sequence totale 
du fragment nucleotidique defini par SEQ ID NO 1 ; 
(b) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du g&ne env de MSRV-1 ; 
30 (c) toutes les sequences genomiques chevauchant le gene 
pol et le gene env du virus MSRV-1, et chevauchant le 
gene pol et le gene gag ; 
(d) toutes les sequences, partielles et totale, d'un clone 
choisi dans le groupe incluant les clones FBd3 
35 (SEQ ID NO 46), t pol (SEQ ID NO 51), 

JLBcl (SEQ ID NO 52) , JLBc2 (SEQ ID NO 53), 
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GM3 (SEQ ID NO 56), a l'exclusion de toute sequence 
nucleotidique identique a ou comprise dans la sequence 
d€f inie par SEQ ID NO 1 ; 

(e) les sequences complementaires auxdites sequences 
5 g6nomiques ; 

(f) les sequences gquivalentes auxdites sequences (a) 
a (e) , notamment les sequences nucl§otidiques 
pr6sentant, pour toute suite de 100 monomeres 
contigus, au moins 50 % et de preference au moins 70 % 

10 d'homologie avec lesdites sequences (a) a (d) . 

Pr6f erentiellement, un tel fragment comprend : 

- ou une sequence nucleotidique identique k une sequence 
g§nomique partielle ou totale du gene pol du virus 
MSRV-1, sauf a la sequence totale du fragment 

15 nucleotidique defini par SEQ ID NO 1, ou identique a 
toute sequence equivalente a ladite sequence genomique 
partielle ou totale, notamment homologue a cette 
dernifere ; 

- ou une sequence nucleotidique identique S une sequence 
20 genomique partielle ou totale du gfene env du virus 

MSRV-1, ou identique a toute sequence complement a ire de 
ladite sequence nucleotidique, ou identique a toute 
sequence equivalente a ladite sequence nucleotidique, 
notamment homologue a cette derniere. 
25 De maniere particuliere, 1* invention concerne un 

fragment nucleotidique comprenant une sequence 
nucleotidique codante, partiellement ou totalement 
identique a une sequence nucleotidique choisie dans le 
groupe incluant : 
30 -la sequence nucleotidique definie par SEQ ID NO 40 ; 
-les sequences complementaires a SEQ ID NO 40 ; 
-les sequences iquivalentes et notamment homologues a 
SEQ ID NO 40 ; 

-les. sequences codant pour tout ou partie de la sequence 
35 peptidique d6f inie par SEQ ID NO 3 9 ; 
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-les sequences codant pour tout ou partie d'une sequence 
peptidique equivalente, notamment homologue a 
SEQ ID NO 39 # susceptible d'etre reconnue par des sera de 
patients infectfes par le virus MSRV-1, ou chez lesquels 
5 le virus MSRV-1 a ete reactive • 

L 1 invention concerne aussi toute sonde nucleique 
de detection d'un agent pathogene et/ou infectant associe 
a la sclerose en plaques, susceptible de s'hybrider 
specif iquement sur tout fragment tel que precedemment 
10 defini, appartenant ou compris dans le genome dudit agent 
pathogene . 

L' invention concerne aussi une amorce pour 
1' amplification par polymerisation d'un ARN ou d'un ADN 
d'un materiel viral, comprenant une sequence nucleotidique 

15 identique ou equivalente a au moins une partie de la 
sequence nucleotidique de tout fragment tel que defini 
precedemment , notamment une sequence nucleotidique 
presentant pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70 % d'homologie avec au moins ladite partie dudit 

20 fragment. Pref erentiellement , la sequence nucleotidique 
d'une telle amorce est identique a l'une quelconque des 
sequences choisies dans le groupe incluant SEQ ID NO 47 a 
SEQ ID NO 50 , et SEQ ID NO 55. 

De maniere generale, 1' invention embrasse 

25 fegalement tout ARN ou ADN, et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment genomique du materiel 
viral tel que precidemment defini, ou un fragment 
nucleotidique tel que precedemment defini. 

L* invention s'interesse egalement aux differents 

30 peptides codes par tout cadre de lecture ouvert 
appartenant a un fragment nucleotidique tel que 
pr6c6demment dfefini, notamment tout polypeptide, par 
exemple tout oligopeptide formant ou comprenant un 
determinant antigenique reconnu par des sera . de patients 

35 infectfes par le virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus 
MSRV-1 a 6te rfeactive. Pref erentiellement , ce polypeptide 
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est antigenique, et est code par le cadre de lecture 
ouvert commen^ant dans le sens 5' -3', au nucleotide 181, 
et flnissant au nucleotide 330 de SEQ ID NO 1. 

A titre particulier, 1" invention concerne un 
5 polypeptide antigenique, reconnu par les sera de patients 
infect^s par le virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus 
MSRV-1 a 6te reactive, dont la sequence peptidique est 
identique, partiellement ou totalement, ou equivalente a 
la sequence dfefinie par SEQ ID NO 39 ; une telle sequence 
10 est identique par exemple a toute sequence choisie dans le 
groupe incluant les sequences SEQ ID NO 41 a SEQ ID NO 44. 

La presente invention propose egalement des 
anticorps mono- ou polyclonaux, dirig6s contre le 
virus MSRV-1, obtenus par reaction immunologique d'un 
15 organisme humain ou animal, a un agent immunogene 
constitue par un polypeptide antigenique tel que defini 
precedemment • 

L' invention s'interesse ensuite : 

- aux reactifs de detection du virus MSRV-1, ou d'une 
20 exposition S ce dernier, comprenant a titre de substance 

reactive, un peptide, notamment antigenique, tel que 
pr£c£demment defini, ou un anti-ligand, notamment 
anticorps dudit peptide ; 

- § toutes compositions diagnostiques, prophylactiques , ou 
25 thferapeutiques, comprenant un ou plusieurs peptides, 

notamment antigeniques , tels que precedemment definis, 
ou un ou plusieurs anti-ligands, notamment anticorps des 
peptides, considSres precedemment ; une telle 
composition est pr£f erentiellement , et a titre 
30 d* exemple, une composition vaccinale. 

L • invention s'interesse egalement Sl toute 
composition diagnostique, prophylactique, ou 

thferapeutique, notamment pour inhiber l'expression d'au 
moins un agent pathogene et/ou infectant associ§ a la 
35 sclerose en plaques, comprenant un fragment nuclSotidique 
tel que precedemment defini, ou un polynucleotide, 
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notamment oligonucleotide , dont la sequence est 
partiellement identique a celle dudit fragment, sauf a 
celle du fragment ayant la sequence nucleotidique 
SEQ ID NO 1. 

5 Selon 1» invent ion, ces m§mes fragments, ou 

polynucleotides , notamment ol igonuclEot ides , peuvent 
entrer dans toutes compositions appropri€es, pour 
detecter, selon tout procede ou methode convenable, un 
agent pathologique, et/ou infectant, associe a la sclerose 
10 en plaques, dans un echantillon biologique. Dans un tel 
procede, on met en contact un ARN et/ou un ADN presume 
appartenir ou provenant dudit agent pathologique et/ou 
infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN complementaire, avec 
une telle composition. 
'5 La presente invention concerne egalement tout 

procede pour detecter la presence ou l 1 exposition a un tel 
agent pathologique et/ou infectant, dans un echantillon 
biologique, en mettant en contact cet echantillon avec un 
peptide, notamment antigenique, tel que pr^cedemment 
d6fini, ou un anti-ligand, notamment anticorps de ce 
peptide, tel que precedemment d£fini. 

En pratique, et par exemple, un dispositif de 
detection du virus MSRV-1 comprend un reactif tel que 
precedemment defini, supports par un support solide, 
immunologiquement compatible avec le reactif, et un moyen 
de mise en contact de 1 •echantillon biologique, par 
exemple un echantillon de sang ou de liquide cephalo- 
rachidien, susceptible de contenir des anticorps 
anti-MSRV-1, avec ce reactif, dans des conditions 
permettant une eventuelle reaction immunologique, tout 
ceci avec des moyens de detection du complexe immun forme 
avec ce rfeactif . 

Pour terminer, 1' invention concerne Sgalement la 
detection d f anticorps anti-MSRV-1, dans un Echantillon 
biologique, par exemple un echantillon de sang ou de 
liquide cfephalo-rachidien, selon lequel on met en contact 
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cet fechantillon avec un react if tel que pr§cedemment 
defini, consistant en un anticorps, dans des conditions 
permettant leur eventuelle reaction immunologique, et on 
detecte ensuite la presence du complexe immun ainsi forme 
5 avec le reactif . 

Avant de detainer l 1 invention, differents termes 
utilisfes dans la description et les revendications sont a 
present dfefinis : 

- par souche ou isolat, on entend toute fraction 
10 biologique infectante et/ou pathogene, contenant par 

exemple des virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, 
gen&rant un pouvoir pathogene et/ou antigenique, hebergee 
par une culture ou un hote vivant ; a titre d 1 exemple, une 
souche virale selon la definition precedente peut contenir 
15 un agent co-inf ectant , par exemple un protiste pathogene, 

- le terme "MSRV" utilise dans la presente 
description designe tout agent pathogene et/ou inf ectant, 
associfi a la sclerose en plaques, notamment une espece 
virale, les souches attenuees de ladite espece virale, ou 

20 les particules defectives interf erentes derivees de cette 
espece. II est connu que les virus et particulierement les 
virus contenant de l'ARN ont une variability, consecutive 
notamment a des taux relativement eleves de mutation 
spontanee (7) , dont il sera tenu compte ci-apres pour 

25 d^finir la notion d 1 Equivalence, 

- par vvirus humain, on entend un virus 
susceptible d 1 Inf ecter l*etre humain, 

- compte tenu de toutes les variations naturelles 
ou induites, pouvant etre rencontrees dans la pratique de 

30 la prfesente invention, les objets de cette derniere, 
d6finis ci-dessus et dans les revendications, ont ete 
exprimfes en comprenant les equivalents ou derives des 
differents materiels biologiques definis ci-apres, 
notamment des sequences homologues, nucleotidiques ou 

35 peptidiques. 
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- le variant d'un virus ou d'un agent pathogene 
et/ou infectant selon 1' invention, comprend au moins un 
antig&ne reconnu par au moins un anticorps dirigfe contre 
au moins un antigfene correspondant dudit virus et/ou dudit 

5 agent pathogdne et/ou infectant, et/ou un genome dont 
toute partie est detectee par au moins une sonde 
d 1 hybridation, et/ou au moins une amorce d 1 amplification 
nucleotidique spfecifique dudit virus et/ou agent pathogene 
et/ou infectant, comme par exemple pour le virus dit 

10 MSRV-1, celles ayant une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N° 20 a SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 26, 
SEQ ID N° 16 a SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 31 a SEQ ID N° 33, 
SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48; SEQ ID N° 49, 
SEQ ID N° 50, SEQ ID N° 45 et leurs sequences 

15 complement a ires, dans des conditions d ' hybridation 
determinees bien connues de l'homme de I'art, 

- selon l'invention, un fragment nucleotidique ou 
un oligonucleotide pu un polynucleotide est un 
enchainement de monomeres, ou un biopolymere, caracterise 

20 par la sequence inf ormationnelle des acides nucleiques 
naturels, susceptible de s'hybrider a tout autre fragment 
nucleotidique dans des conditions predetermines, 
1» enchainement pouvant contenir des monomeres de 
structures chimiques differentes et etre obtenu a partir 

25 d'une molecule d"acide nucleique naturelle et/ou par 
recombinaison g6n6tique et/ou par synthese chimique ; un 
fragment nucleotidique peut §tre identique a un fragment 
genomique du virus MSRV-1 considere par la presente 
invention, notamment un gene de ce dernier, par exemple 

30 pol ou env dans le cas dudit virus ; 

• - ainsi un monomere peut etre un nucleotide 
naturel d'acide nucleique, dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans 1 1 ARN le sucre est le ribose, dans l'AQN le sucre est 

35 le dfesoxy-2-ribose; selon qu*il s^git de l'ADN ou 1 'ARN, 
la base azotee est choisie parmi l'adenine, la guanine, 
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l'uracile, la cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut 
£tre modi fie dans l'un au mo ins des trois elements 
constitutifs ; a titre d'exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
5 modifides telles que l'inosine, la methyl-5- 
desoxycytidine, la desoxyuridine, la 

dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la 
bromo-5-desoxyuridine et toute autre base modifiee 
favorisant 1 1 hybridation; au niveau du sucre, la 

10 modification peut consister dans le remplacement d'au 
moins un desoxyribose par un polyamide (8), et au niveau 
du groupement phosphate, la modification peut consister 
dans son remplacement par des esters, notamment choisis 
parmi les esters de diphosphate, d'alkyl et 

15 arylphosphonate et de phosphorothioate, 

- par "sequence inf ormationnelle" , on entend 
toute suite ordonnfee de monomeres, dont la nature chimique 
et I'ordre dans un sens de reference, constituent ou non 
une information f onctionnelle de meme qualite que celle 

20 des acides nucleiques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au 
cours duquel, dans des conditions operatoires appropriees, 
deux fragments nucleotidiques , ayant des sequences 
suf f isamment cdmpl§mentaires, s'apparient pour former une 

25 structure complexe, notamment double ou triple, de 
preference sous forme d'helice, 

- une sonde comprend un. fragment nucleotidique 
synth6tis6 par voie chimique ou obtenu par digestion ou 
coupure enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, 

30 comprenant au moins six monomeres, avantageusement de 10 a 
100 monomeres, de preference 10 a 30 monomeres, et 
possedant une specif icite d 'hybridation dans des 
conditions determinees ; de preference, une sonde 
possedant moins de 10 monomeres nVest pas utilisee seule, 

35 mais l'est en presence d f autres sondes de taille aussi 
courte ou non ; dans certaines conditions particulieres, 
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il peut etre utile d'utiliser des sondes de taille 
supSrieure a 100 monomeres ; une sonde peut notamment etre 
utilisee a des fins de diagnostic et il s'agira par 
exemple de sondes de capture et/ou de detection, 
5 - la sonde de capture peut etre immobilisee sur 

un support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire 
directement ou indirectement, par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection peut §tre marquee au 
10 moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes 

radioactifs, des enzymes notamment choisis parmi la 
p€roxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles 
d'hydrolyser un substrat chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
15 composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents , des 
analogues de bases nucleotidiques , et la biotine, 

- les sondes utilisees a des fins de diagnostic 
de 1* invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes 
les techniques d 1 hybridation connues, et notamment les 

20 techniques dites "DOT-BLOT" (9), "SOUTHERN BLOT" (10), 
"NORTHERN BLOT" qui est une technique identique a la 
technique "SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de l'ARN comme 
cible, la technique SANDWICH (ll) ; avantageusement , on 
utilise la technique SANDWICH dans la presente invention, 

25 comprenant une sonde de capture specif ique et/ou une sonde 
de detection sp6cifique, etant entendu que la sonde de 
capture et la sonde de detection doivent presenter une 
sequence nucleotidique au moins partiellement differente, 

- toute sonde selon la presente invention peut 
30 s'hybrider in vivo ou in vitro sur l'ARN et/ou sur 1 1 ADN, 

pour bloquer les phenomenes de replication, notamment 
traduction et/ou transcription, et/ou pour degrader ledit 
ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au moins 
35 six monomeres, et avantageusement de 10 a 30 monomeres, 

possedant une specif icite d 'hybridation dans des 
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conditions dyterminees, pour l 1 initiation d'une 
polymerisation enzymatique, par exemple dans une technique 
d' amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un proc^de d 1 elongation, tel que le 
5 sfequengage, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

- deux sequences nucleotidiques ou peptidiques 
sont dites yquivalentes ou derivees l'une par rapport a 
1 'autre, ou par rapport a une sequence de reference, si 

10 f onctionnellement les biopolymeres correspondants peuvent 
jouer sensiblement le meme r61e, sans etre identiques, 
vis-&-vis de 1 1 application ou utilisation consideree, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; sont 
notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 

15 la variability naturelle, notamment mutation spontanee de 
l'espece a partir de laquelle elles ont ete identifiees, 
ou induite, ainsi que deux sequences homologues, 
l'homologie 6tant definie ci-apres, 

- par "variability", on entend toute 
20 modification, spontanSe ou induite d'une sequence, 

notamment par substitution, et/ou insertion, et/ou 
deletion de nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, 
et/ou extension et/ou racourcissement de la sequence a 
l'une au moins des extremites ; une variability non 

25 naturelle peut resulter des techniques de genie genetique 
utilis^es, par exemple du choix des amorces de synthase 
d6g6n6r€es ou non, retenues pour amplifier un acide 
nucieique; cette variability peut se traduire par des 
modifications de toute sequence de depart, consideree 

30 comme reference, et pouvant etre exprimees par un degre 
d'homologie par rapport S ladite sequence de reference, 

- I'homologie caracterise le degr£ d' identity de 
deux fragments nuciyotidiques ou peptidiques compares ; 
elle se mesure par le pourcentage d' identity qui est 

35 notamment determiny par comparaison directe de sequences 
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nucleoditiques ou peptidiques, par rapport a des sequences 
nucl6otidiques ou peptidiques de reference, 

- ce pourcentage d 1 identity a et6 specif iquement 
d€termin§ pour les fragments nucl§otidiques notamment 
5 clones relevant de la presente invention, homologues aux 
fragments identifies pour le virus MSRV-1 par SEQ ID N° 1 
Sl N° 9, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51 a SEQ ID NO 53, 
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 56 et SEQ ID NO 57, ainsi que pour 
les sondes et amorces homologues aux sondes et amorces 

10 identifiees par SEQ ID NO 20 a SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, 
SEQ ID NO 16 Sl SEQ ID NO 19, SEQ ID NO 31 a SEQ ID NO 33, 
SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 47, SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 49, 
SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 55, SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 56 et 
SEQ ID NO 57 ; a titre d'exemple, le plus faible 

15 pourcentage d'identite observe entre les differents 
consensus generaux en acides nucleiques obtenus a partir 
de fragments d ' ARN viral de MSRV-1, issu des lignees LM7PC 
et PLI-2 selon un protocole detaille plus loin, est de 67% 
dans la region d^crite a la figure 1, 

20 - tout fragment nucleotidique est dit equivalent 

ou deriv§ d'un fragment de reference, s f il presente une 
sequence nucleotidique equivalente a la sequence du 
fragment de reference ; selon la definition precedente, 
sont notamment Equivalents a un fragment nucl§otidique de 

25 reference : 

(a) tout fragment susceptible de s'hybrider au 
moins partiellement avec le complement du fragment de 
reference, 

(b) tout fragment dont l'alignement avec le 
30 fragment de reference conduit a mettre en evidence des 

bases contigues identiques, en nombre plus important 
qu f avec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 
taxonomique, 

(c) tout fragment resultant ou pouvant resulter 
35 de la variability naturelle de l'espece, & partir de 

laquelle il est obtehu, 
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(d) tout fragment pouvant resulter des techniques 
de g§nie gen€tique appliquees au fragment de reference, 

(e) tout fragment, comportant au moins huit 
nucleotides contigus, codant un peptide homologue ou 

5 identique au peptide code par le fragment de reference, 

(f) tout fragment different du fragment de 
r6f6rence, par insertion, deletion, substitution d'au 
moins un monomdre, extension, ou raccourcissement a I'une 
au moins de ses extremites ; par exemple, tout fragment 

10 correspondant au fragment de reference, flanqu§ a I'une au 
moins de ses extremites par une sequence nucleotidique ne 
codant pas pour un polypeptide, 

- Par polypeptide, on entend notamment tout 
peptide d'au moins deux acides amines, notamment 

15 oligopeptide, proteine, extrait, separe, ou 

substantiellement isole ou synthetise, par 1 1 intervention 
de la main de l'homme, notamment ceux obtenus par synthese 
chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 

- par polypeptide cod§ de maniere partielle par 
20 un fragment nuclSotidique, on entend un polypeptide 

pr^sentant au moins trois acides amines codes par au moins 
neuf monomeres contigus compris dans ledit fragment 
nucl6otidique, h 

- un acide amine est dit analogue a un autre 
25 acide amine, lorsque leur caracteristiques physico- 

chimiques respectives, telles que polarite, 

hydrophobicite, et/ou basicite, et/ou acidite, et/ou 
neutrality, sont sensiblement les memes ; ainsi, une 
leucine est analogue a une isoleucine. 

30 - tout polypeptide est dit equivalent ou derive 

d f un polypeptide de reference, si les polypeptides 
compares ont sensiblement les memes proprietes, et 
notamment les memes proprietes antigeniques, 
immunologiques, enzymologiques et/ou de reconnaissance 

35 moleculaire ; est notamment equivalent a un polypeptide de 
reference : 
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(a) tout polypeptide possedant une sequence dont 
au moins un acide amine a ete substitue par un acide amine 
analogue, 

(b) tout polypeptide ay ant une sequence 
5 peptidique §quivalente, obtenue par variation naturelle ou 

induite dudit polypeptide de reference, et/ou du fragment 
nucl6otidique codant pour ledit polypeptide, 

(c) un mimotope dudit polypeptide de reference, 

(d) tout polypeptide dans la sequence duquel un 
10 ou plusieurs acides amines de la serie L sont remplaces 

par un acide amin6 de la serie D, et vice versa, 

(e) tout polypeptide dans la sequence duquel on a 
introduit une modification des chalnes latSrales des 
acides amines, telle que par exemple une acetylation des 

15 fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une esterif ication des fonctions carboxyliques , 

(f) tout polypeptide dans la sequence duquel une 
ou des liaisons peptidiques ont et6 modifiees, comme par 
exemple les liaisons carba, retro, inverso, retro-inverso, 

20 rfeduites, et methylene-oxy , 

(g) tout polypeptide dont au moins un antigene 
est reconnu par anticorps dirigS contre un polypeptide de 
reference, 

- le pourcentage d'identite caracterisant 
25 l'homologie de deux fragments peptidiques compares est 

selon la presente invention d'au moins 50% et de 

preference au moins 70 %. 

Etant donn6 qu f un virus possedant une activite 

enzymatique transcriptase inverse peut etre genetiquement 
30 caract6ris6 aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 

fait mention aussi bien de l'ADN que de l'ARN viral pour 

caractferiser les sequences relatives a un virus possedant 

une telle activite transcriptase inverse, dit MSRV-1 selon 

la presente description. 
35 Les expressions d'ordre utilisees dans la 

presente description et les revendications, telles que 
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"premifere sequence nucleotidique" ne sont pas retenues 
pour exprimer un ordre particulier, mais pour definir plus 
clairement 1 1 invention • 

Par detection d'une substance ou agent, on entend 
ci-apr6s aussi bien une identification, qu'une 
quantification, ou une separation ou isolement de ladite 
substance ou dudit agent, 

L 1 invention sera mieux comprise a la lecture de 
la description detaillee qui va suivre f aite en reference 
aux figures annexees dans lesquelles : 

- la figure 1 represente des consensus generaux 
en acides nucleiques des clones MSRV-1B amplifies par la 
technique PCR dans la region "pol" definie par Shih (12), 
a partir d'ADN viral issu des lignees LM7PC et PLI-2, et 
identifies sous les references SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6, et le consensus commun avec 
amorces d Amplification portant la reference SEQ ID NO 7, 

- la figure 2 donne la definition d'une trame de 
lecture f onctionnelle pour chaque famille de type 
MSRV-1B/"PCR pol", lesdites families A a D etant definies 
respectivement par les sequences nuclSotidiques SEQ ID NO 
3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6, decrites a la 
figure 1, 

- la figure 3 donne un exemple de consensus des 
sequences de MSRV-2B, identifie par SEQ ID NO 11, 

- la figure 4 est une representation de 
l'activite transcriptase inverse (RT) en dpm 
(disintegration par minute) , dans les fractions de 
saccharose prSlevees sur un gradient de purification des 
virions produits par les lymphocytes B en culture d'un 
patient atteint de SEP, 

- la figure 5 donne, dans les memes conditions 
exprimentales qu f a la figure 4, le dosage de l"activite 
transcriptase inverse dans la culture d 1 une lignee de 
lymphocytes B obtenue a partir d'un temoin exempt de 
sclerose en plaques, 
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- la figure 6 represente la sequence 
nucleotidique du clone PSJ17 (SEQ ID NO 9), 

- la figure 7 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 8, du clone denomme M003-P004, 

5 - la figure 8 represente la sequence 

nucleotidique SEQ ID NO 2 du clone Fll-1 ; la partie 
reperee entre les deux f leches dans la region de 1 1 amorce 
correspond & une variabilite imposee par le choix de 
1 1 amorce ayant servi au clonage de Fll^l ; sur cette meme 
10 figure, la traduction en acides amines est representee, 

- la figure 9 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 1, et une trame f onctionnelle de 
lecture possible en acides amines de SEQ ID NO 1; sur 
cette sequence, les sequences consensus du gene pol sont 

IS soulignees, 

- les figures 10 et 11 donnent les resultats 
d'une PCR, sous forme de photographie sous lumiere 
ultra-violette d'un gel d' agarose impregne de bromure 
d^thidium, des produits d ' amplification obtenus a partir 

20 des amorces identifiees par SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 17, 
SEQ ID NO 18, et SEQ ID NO 19 . 

- la figure 12 donne une representation 
matricielle de l'homologie entre SEQ ID NO 1 de MSRV-1 et 
celle d'un retrovirus endogene denomme HSERV9 ; cette 

25 homologie d ( au moins 65 % est mise en evidence par un 
trait plein, 1' absence de trait signifiant une homologie 
inferieure a 65 % ; 

- la figure 13 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 46 du clone FBd3, 

30 - la figure 14 represente 1' homologie de sequence 

entre le clone FBd3 et le retrovirus HSERV-9 ; 

- la figure 15 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 51 du clone t pol ; 

- les figures 16 et 17 representent 
35 respectivement les sequences nucleotidiques SEQ ID NO 52 
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et: SEQ ID NO 53 , des clones JLBcl et JLBc2 
respectivement ; 

- la figure 18 represente 1 •homologie de sequence 
entre le clone JLBcl et le clone FBd3, 

5 - et la figure 19 I 1 homologie de sequence entre 

le clone JLBc2 et le clone FBd3 ; 

- la figure 20 represente I'homologie de sequence 
entre les clones JLBcl et JLBc2 ; 

- les figures 21 et 22 representent I'homologie 
10 de sequence entre le retrovirus HSERV-9, et respectivement 

les clones JLBcl et JLBc2 ; 

- la figure 23 represente la sequence 
nucl§otidique SEQ ID NO 56 du clone GM3 ; 

- la figure 24 represente I'homologie de sequence 
15 entre le retrovirus HSERV-9 et le clone GM3 ; 

- la figure 25 represente la localisation des 
diffferents clones studies, par rapport au genome du 
retrovirus connu ERV9 ; 

- la figure 26 represente la position des 
20 clones Fll-1, M003-P004, MSRV-1B et PSJ17 dans la region 

dfenommee ci-apres MSRV-1 pol * ; 

- la figure 27 , eclatee en trois figures 
successives 27a, 27b, 27c represente un cadre de lecture 
possible, couvrant 1' ensemble du gene pol ; 

25 - la figure 28 represente selon SEQ ID NO 40, la 

sequence nucleotidique codant pour le fragment peptidique 
P0L2B, ayant la sequence en acides amines identifiee par 
SEQ ID NO 39 ; 

- la figure 29 represente les valeur de DO 
30 (tests ELISA) & 492 nm obtenues pour 29 serums de 

patients SEP et 32 serums de temoins sains testes avec un 
anticorps anti-IgG ; 

- la figure 3 0 represente les valeurs de DO 
(tests ELISA) & 492 nm obtenues pour 36 serums de patients 

35 SEP et 42 sirums de temoins sains testes avec un anticorps 
anti-IgM ; 
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- les figures 31 a 33 representent les resultats 
obtenus (intensity relative des spots) pour 
43 octapeptides chevauchants couvrant la sequence en 
acides amines 61-110, selon la technique Spotscan, 

5 respectivement avec un pool de serums de SEP, avec un pool 
de sfirums temoins et avec le pool de serums SEP apres 
deduction d*un bruit de fond correspondant au signal 
maximum detects sur au moins un octapeptide avec le serum 
temoin (intensity = 1), etant entendu que ces serums ont 

10 6te dilues au l/50eme. La barre a l 1 extreme droite 
reprSsente un standard d'echelle graphique sans rapport 
avec le test serologique ; 

- la figure 34 represente les SEQ ID NO 41 et 
SEQ ID NO 42 de deux polypeptides comprenant 

15 immuno-dominant£S, tandis que SEQ ID NO 4 3 et 44 
reprfesentent des polypeptides immuno-reactif s et 
sp§cifiques & la SEP. 
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EXEMPLE 1 : OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
ET MSRV-2B, DEFINISSANT RESPECTIVEMENT UN RETROVIRUS 
MSRV-1 ET UN AGENT CO-INFECTANT MSRV2 , PAR AMPLIFICATION 
PCR "NXCHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS , 
SUR DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7PC 
ET PLI-2 

Une technique PCR derivee de la technique publiee 
par Shih (12) a §te utilisee. Cette technique permet, par 
traitement de tous les composants du milieu reactionnel 
30 par la DNase, d^liminer toute trace d'ADN contaminant. 
Elle permet parallelement , par 1 'utilisation d* amorces 
differentes mais chevauchantes dans deux series 
successives de cycles d 1 amplifications PCR, d^ugmenter 
les chances d 1 amplifier un ADNc synthetise a partir d'une 
35 quant ite d 'ARN faible au depart et encore reduite dans 
1 »6chantillon par Paction parasite de la DNAse sur 1 1 ARN . 
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En effet, la DNase est utilisee dans des conditions 
d'activite en exc&s qui permettent d'eliminer toute trace 
d 1 ADN contaminant, avant inactivation de cette enzyme 
restant dans 1 1 fechantillon par chauffage a 85 °C pendant 10 
5 minutes. Cette variante de la technique PCR d§crite par 
Shih (12), a ete utilisee sur un ADNc synthetis6 a partir 
des acides nucl6iques de fractions de particules 
infectantes purifi^es sur gradient de saccharose, selon la 
technique decrite par H. Perron (13), a partir de I'isolat 

10 "POL-2" (ECACC n°V92072202) produit par la lignee PLI-2 
(ECACC n°92072201) d'une part, et a partir de I'isolat 
MS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lignee LM7PC 
(ECACC } n°930108i7) d' autre part. Ces cultures ont ete 
obtenues selon les methodes ayant fait l'objet des 

15 demandes de brevet publiees sous les n° WO 93/20188 et 
WO 93/20189. 

Aprfes clonage avec le TA Cloning Kit® des 
produits amplifies par cette technique et analyse de la 
sequence 2l l'aide d'un sequenqreur automat ique 

20 "Automatic Sequencer, modele 3 7 3A" d 1 Applied Biosystems, 
les sequences ont ete analysees k l f aide du logiciel 
Geneworks®, sur la derniere version disponible de la 
banque de donn€es Genebank®. 

Les sequences donees et sequencees a partir de 

25 ces echantillons correspondent notamment a deux types de 
sequences: un premier type de sequence, retrouv6 dans la 
majorite des clones (55 % des clones issus des isolats 
POL- 2 des culture PLI-2, et, 67 % des clones issus des 
isolats MS7PG des cultures LM7PC) , qui correspond a une 

30 famille de sequences "pol" proches mais differentes du 
retrovirus endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9, et un 
second type de sequence qui correspond a des sequences 
trfis fortement homologues a une sequence attribute a un 
autre agent infectant et/ou pathog^ne denomme MSRV-2 • 

35 Le premier type de sequences representant la 

majority des clones est constitute de sequences dont la 
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variability permet de definir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 
entre elles pour qu'on puisse les considerer comme des 
quasi-espdces provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
5 est bien connu pour le retrovirus HIV-l (14) , ou comme le 
resultat de 1 ' interference avec plusieurs provirus 
endog&nes co-regules dans les cellules productrices. Ces 
elements endogenes plus ou moins defectifs sont sensibles 
aux mfemes signaux de regulation generes eventuellement par 

10 un provirus r^plicatif, puisqu'ils appartiennent a la meme 
famille de retrovirus endogenes (15) . Cette nouvelle 
famille de retrovirus endogenes ou, alternativement , cette 
nouvelle espece retrovirale dont on a obtenu en culture la 
generation de quasi-especes, et qui contient un consensus 

15 des sequences decrites ci-dessous est denommSe MSRV-1B. 

Dans la figure 1 sont presentes les consensus 
generaux des sequences des differents clones MSRV-1B 
sequences lors de cette experience, ces sequences etant 
respect ivament identifiees par SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 

20 SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6. Ces sequences pr§sentent une 
homologie en acides nucleiques allant de 70 % a 88 % avec 
la sequence HSERV9 referencee X57147 et M37638 dans la 
base de donn6es Genebank®. Quatre sequences nucleiques 
"consensus" representatives de differentes quasi-espdces 

25 d'un retrovirus MSRV-1B eventuellement exogene, ou de 
diffferentes sous-families d'un retrovirus endogene 
MSRV-1B, ont ete definies. Ces consensus representatif s 
sont pr§sent§s dans la figure 2, avec la traduction en 
acides amines. Une trame de lecture f onctionnelle existe 

30 pour chaque sous-famille de ces sequences MSRV-1B, et l'on 
peut voir que la trame de lecture ouverte f onctionnelle 
correspond & chaque f ois a la sequence en acides amines 
venant en deuxidme ligne sous la sequence en acide 
nucleiques. Le consensus general de la sequence MSRV-1B, 

35 identif i6 par SEQ ID NO 7 et obtenu par cette technique 
PCR dans la region "pol" est presente dans la figure 1. 
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Le deuxieme type de sequence representant la 
majority des clones sequences est represents par la 
sequence MSRV-2B prfesentee dans la figure 3 et identifiSe 
par SEQ ID NO 11. Les differences observees dans les 
5 sequences correspondant aux amorces PGR s'expliquent par 
1 'utilisation d'amorces d^generees en melange utilisees 
dans des conditions techniques differentes. 

La sequence MSRV-2B (SEQ ID NO 11) est 
suffisamment divergente des sequences retrovirales deja 

10 decrites dans les banques de donnees pour qu'on puisse 
avancer qu'il s'agit d'une region de sequence appartenant 
a un nouvel agent infectant, denomme MSRV-2 . Cet agent 
infectant s 1 apparent era it a priori, d'apres 1» analyse des 
premieres sequences obtenues, a un retrovirus, mais, etant 

15 donnfee la technique utilisee pour obtenir cette sequence, 
11 pourrait aussi s'agir d'un virus a ADN dont le genome 
code pour une enzyme qui possede accessoirement une 
activity transcriptase inverse comme c'est le cas, par 
exemple, pour le virus de 1' hepatite B, HBV (12). De plus, 

20 le caractdre aleatoire des amorces degenerees utilisees 
pour cette technique d 1 amplification PCR peut tres bien 
avoir permis, du fait d 1 homologies de sequences imprevues 
ou de sites conserves dans le gene d'une enzyme 
apparentee, 1 'amplification d'un acide nuclfeique provenant 

25 d'un agent pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou 
eukaryote (protiste) . 

EXEMPLE 2 : OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
30 ET MSRV-2 B/ DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1 et MSRV2 , PAR 
AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES 
RETROVIRUS, SUR DES PREPARATIONS DE LYMPHOCYTES B D'UN 
NOUVEAU CAS DE SEP 

35 La meme technique PCR modifi6e d'apres la 

technique de Shih (12) a §te utilisee pour amplifier et 
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sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 
fraction de virions purifiee au pic d 1 activite 
transcriptase inverse "de type LM7", sur gradient de 
saccharose selon la technique decrite par H. Perron (13), 
5 et selon les protocoles mentionnes dans l'exemple 1, a 
partir d'une lignee lymphoblastoide spontanee, obtenue par 
auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d'un 
patient SEP seropositif pour le virus 

d' Epstein-Barr (EBV) , apres mise en culture des cellules 

10 lymphoides sanguines dans un milieu de culture approprie 
contenant une concentration appropriee de cyclosporine A. 
Une representation de 1' activite transcriptase inverse 
dans les fractions de saccharose prelevees sur un gradient 
de purification des virions produits par cette lignee est 

15 presentee dans la figure 4. De meme, les surnageants de 
culture d'une lignee B obtenue dans les memes conditions a 
partir d'un tSmoin exempt de sclerose en plaques ont ete 
traites dans les m§mes conditions, et le dosage de 
l 1 activity transcriptase inverse dans les fractions du 

20 gradient de saccharose s'est avere negatif partout 
(bruit de fond) et est presente dans la figure 5. La 
fraction 3 du gradient correspondant a la lignee B de SEP 
et la m€me fraction sans activite transcriptase inverse du 
gradient temoin non-SEP, ont ete analysees par la m§me 

25 technique RT-PCR que precedemment , derivee de Shih (12), 
suivie des memes etapes de clonage et de s#quen<?age tels 
que d^crites dans I'exemple 1. 

II est tout a fait notable que les sequences de 
type MSRV-1 et MSRV-2 soient retrouvees dans le seul 

30 materiel associe a un pic d 1 activite transcriptase inverse 
"de type LM7" provenant de la lignee lymphoblastoide B de 
SEP. Ces sequences n'ont pas ete retrouvees avec le 
matferiel de la lignee lymphoblastoide B temoin (non-SEP) 
dans 26 clones recombinants pris au hasard. Seules les 

35 sequences contaminantes de type Mo-MuLV provenant de la 
transcriptase inverse commerciale utilisee pour l'etape de 
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synthese de l'ADNc et des sequences sans analogie 
retrovirale particuliere ont ete retrouvees chez ce 
temoin, du fait de 1 'amplification "consensus" des 
sequences de polymerases homologues que realise cette 
technique PCR. De plus, 1' absence de cible concentree qui 
fait competition pour la reaction d 'amplification dans 
l'echantillon temoin permet 1 ' amplification de 
contaminants dilues. La difference de resultats est a 
l'evidence hautement significative (chi-2, p<0,001). 



EXEMPLE 3 : . OBTENTION D" UN CLONE PSJ17, 
DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-1, PAR REACTION DE 
TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
15 VIRION ISSUE DE LA LI6NEE PLI-2 . 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN 
retrotranscrites a partir de l'ARN suppose retroviral dans 
l'isolat, en utilisant 1' activite transcriptase inverse 

20 presente dans ce meme isolat. Cette activite transcriptase 
inverse ne peut theoriquement fonctionner qu'en presence 
d'un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hybride a des 
brins courts d'ADN deja retro-transcrits dans les 
particules retrovirales (16). Ainsi l'obtention de 

25 sequences retrovirales specifiques dans un materiel 
contamine par des acides nucleiques cellulaires, a ete 
optimisee selon ces auteurs grace a 1 'amplification 
enzymatique specif ique des portions d * ARN viraux par une 
activite transcriptase inverse virale. Les auteurs ont 

30 pour cela, determine les conditions physico-chimiques 
particulieres dans lesquelles cette activite enzymatique 
de transcription inverse sur des ARN contenus dans des 
virions pouvait etre effective in vitro. Ces conditions 
correspondent a la description technique des protocoles 

35 presentes ci-dessous (reaction de RT endogene, 
purification, clonage et sequencage) . 
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L'approche molSculaire a consists a utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifi6, obtenu 
a partir des surnageants de culture de la lignSe PLI-2 
prfeparfes selon la methode suivante : les surnageants de 
5 culture sont collectes deux fois par semaine, 
pr6-centrjlfug6s a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
Sliminer les d£bris cellulaires, et ensuite, congeles 
a -80°C ou utilises tels quels pour les stapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decong^les sorit centrifuges sur 

10 un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg 
(ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 4 5 T) 
pendant 2h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot sfedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virion concentre, mais non 

15 purifi6. Get 6chantillon viral concentre mais non purifiS 
a 6t6 utilise pour effectuer une reaction dite de 
transcription inverse endogene, telle que decrite 
ci-apres. 

Un volume de 200 Ml de virion purifiS selon le 

20 protocole decrit ci-dessus et contenant une activite 
transcriptase inverse d 1 environ 1-5 millions de dpm est 
dfecongele a 37°C jusqu'a apparition d'une phase liquide, 
puis place sur de la glace* Un tampon 5 fois concentre a 
6t6 prepare avec les composants suivants: Tris-HCl pH 8,2, 

25 500 mM; NaCl 75 mM; MgCl2 25 mM; DTT 75 mM et NP 40 
0,10 % ; 100 Ml de tampon 5X + 25 Ml d'une solution de 
dATP lOOmM + 25 Ml d'une solution de dTTP 100 mM + 25 Ml 
d'une solution de dGTP 100 mM + 25 Ml d'une solution de 
dCTP 100 mM + 100 Ml d'eau distillSe st§rile + 200 m! de 

30 la suspension de virions (activity T.I. de 5 millions de 
DPM) dans le PBS ont ete melanges et incub6s a 42 °C 
pendant 3 heures. Apres cette incubation le melange 
react ionnel est directement ajoute a un melange tamponne 
phenol/chloroforme/alcool isoamylique (Sigma ref. P 3803); 

35 la phase aqueuse est collectee et un volume d'eau 
distillee sterile est ajoute a la phase organique pour 
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r6-extraire le materiel nucleique residuel. Les phases 
aqueuses collectees sont regroupees et les acides 
nucl&iques contenus sont precipites par addition d' acetate 
de sodium 3M, pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
5 d'fethanol + 1 Ml de glycogSne (Boehringer-Mannheim 
ref. 901 393) et mise & -20°C de 1 • 6chantillon pendant 4h 
ou la nuit & +4°C. Le precipite obtenu apres 
centrifugation est ensuite lav§ avec de Methanol S 70% et 
resuspendu dans 60 ml d'eau distillee. Les produits de 

10 cette reaction ont ensuite ete purifies, clones et 
sequences selon le protocole decrit ci-apres: des ADN 
bouts francs avec des adenines non-appariees aux 
extremitSs ont 6t6 generes: une reaction de "remplissage" 
a d'abord 6t6 effectuee: 25 m1 de la solution d 1 ADN 

15 pr€cedemment purifiee ont et6 melanges avec 2 /il d'une 
solution 2,5 mM contenant, en quant ite equimolaire, 
dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d 1 ADN polymerase T4 
( Boehr inger-Mannhe im ref. 1004 786) / 5 fil de 10X 
"incubation buffer for restriction enzyme" (Boehringer- 

20 Mannheim ref. 1417 975) / 1 Ml d'une solution a 1 % de 
sSrum-albumine bovine / 16 /il d'eau distillee sterile. Ce 
melange a 6t6 incub6 20 minutes a 11 °C. 50 jul tampon TE 
et 1 Ml de glycogene (Boehringer-Mannheim ref. 901 393) y 
ont 6t6 ajoutes avant extraction des acides nucleiques 

25 avec du phenol/chlorof orme/alcool isoamylique 

(Sigma ref. P 3803), et precipitation a I'acetate de 
sodium comme decrit precedemment . L' ADN precipite apres 
centrifugation est resuspendu dans 10 Ml de tampon 10 mM 
Tris pH 7,5. Puis, 5 Ml de cette suspension ont et6 

30 melanges avec 20m1 de tampon Taq 5X, 20 m! de 5mM dATP, 
l Ml (5U) de Taq ADN polymerase (Amplitaq™) et 54 Ml 
d'eau distillee stferile. Ce melange est incub§ 2 h a 75°C 
avec un film d'huile a la surface de la solution. L' ADN en 
suspension dans la solution aqueuse prelevee en dessous du 

35 film d'huile apres incubation est precipite comme decrit 
prfecedemment et resuspendu dans 2 m! d'eau distillee 
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sterile. L'ADN obtenu a ete insert dans un plamide a 
l'aide du kit TA Cloning™. Les 2 pi de solution d'ADN ont 
ete melanges avec 5 Ml d'eau distillee sterile, 1/il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 

5 BUFFER", 2 pi de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 fil de "TA 
DNA LI GAS E" . Ce melange a ete incube une nuit a 12 °C. Les 
etapes suivantes ont ete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 

10 recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et permettre 1 • extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17) . La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et 

15 analysee sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert detects sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequencage de 1' insert, apres hybridation avec une amorce 
complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 

20 clonage du TA cloning kit®. La reaction prealable au 
sequencage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequencage "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequencage 

25 automatique a ete realise avec l'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 37 3 A" Applied Biosystems, 
selon les instructions du fabricant. 

L' analyse discriminante sur les banques de 
donnees inf ormatiques des sequences donees a partir des 

30 fragments d'ADN presents dans le melange reactionnel a 
permis de mettre en evidence une sequence de type 
retroviral. Le clone correspondant PSJ17 a ete entierement 
sequence et la sequence obtenue, presentee dans la 
figure 6 et identifiee apr SEQ ID N°9, a ete analysee a 

35 l'aide du logiciel "Geneworks®" sur les banques de donnees 
actualisees "Genebank®" . L'analyse des banques de donnees 
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n f a pas permis de trouver de sequence identique deja 
dfccrite. Seule une homologie partielle a pu §tre retrouvee 
avec certains elements retroviraux connus. L' homologie 
relative la plus interessante concerne un retrovirus 
5 endogSne dfenommfe ERV-9, ou HSERV-9, selon les 
references (18) . 



EXEMPLE 4 : AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE 
10 NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5« DEFINIE PAR LE CLONE 
"POL MSRV-1B" ET LA REGION 3 1 DEFINIE PAR LE CLONE PSJ17 • 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD, 
P004 et POOS, ont ete definis pour amplifier de l'ARN 

15 provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
controle ont et£ ef f ectuees de maniere a controler la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau). 
L» amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole decrit dans l'Exemple 2, suivie d'une PCR 

20 "nichee" selon le protocole PCR decrit dans le document 
EP-A-0 569 272. Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
M001 et P004 ou POOS sont utilis^es. Dans le deuxieme 
cycle > PCR, les amorces M002-A ou M003-BCD, et 1 1 amorce 
P004 sont utilisees. Les amorces sont positionnees 

25 comme suit : 



M002-A 
M003-BCD 



M001 



30 



POL-2 
< 



pol MSRV-1B 



P004 



POOS 



ARN 



PSJ17 
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Leur composition est : 
amorce M001: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID NO 2 0) 
amorce MO 02 -A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID NO 21) 
amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT (SEQ ID NO 22) 
5 amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID NO 23) 
amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID NO 24) 

Le produit d 9 amplification "nichee" obtenu et 
dfenommfe M003-P004 est presente dans la figure 7, et 
correspond S la sequence SEQ ID NO 8. 



EXEMPLE 5 : AMPLIFICATION ET CLONAGE D 1 UNE 

PORTION DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 A L 1 AIDE D ' UNE 

SEQUENCE DEJA IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILLON DE VIRUS 
15 PURIFIE AU PIC D'ACTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivee de la technique publiee 
par Frohman (19) a ete utilisee. La technique derivee 
permet, h l f aide d'une amorce specifique en 3' du genome a 

20 amplifier, d'Slonguer la sequence vers la region 5 1 du 
genome S analyser. Cette variante technique est decrite 
dans la documentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
"5 •-AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a ete utilise sur une 

25 fraction de virion purifi£ comme decrit pr^cedemment . 

Les amorces 3 f specif iques utilisfees dans le 
protocole du kit pour la synthese du cDNA et 
1 •amplification PCR sont respectivement complementaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes : 

30 

CDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N°25) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N°2 6) 

Les produits issus de la PCR ont §t# purifies 
35 aprds purification sur gel d' agarose selon les m§thodes 
v convent ionnel les (17), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
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distillee. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant a ajouter une adenine a l'extemite 3' de chacun 
des deux brins d'ADN, l'ADN obtenu a ete directement 
insere dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 

5 (British Biotechnology). Les 2 nl de solution d'ADN ont 
ete melanges avec 5 Ml d'eau distillee sterile, 1 Ml d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 Hi de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Hi de 
"TA DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12°C. 

10 Les etapes suivantes ont ete realisees conformement au 
instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les .colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et permettre 1' extraction des plasmides 

15 incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17). La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysee sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert detecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 

20 bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequengage de 1' insert, apres hybridation avec une amorce 
complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
sequencage a ensuite ete effectuee selon la methode 

25 preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequencage 
"Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle 
sequencing kit" (Applied Biosystems, ref . 401384) et le 
sequencage automatique a ete realise avec l'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems 

30 selon les instructions du fabricant. 

Cette technique a d'abord ete appliquee a deux 
fractions de virion purifie comme deer it ci-apres, sur 
saccharose a partir de l'isolat "POL-2" produit par la 
lignee PLI-2 d'une part, et a partir de l'isolat MS7PG 

35 produit pat la lignee LM7PC d' autre part. Les surnageants 
de cultures sont collectes deux fois par semaine, 
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prfe-centrifug§s a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
£liminer les dfebris cellulaires, et ensuite, congeles 
k -80°C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongel6s sont centrifuges sur 
5 un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 
30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 4 5 T) 
pendant 2 h & 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot sediments est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virions concentres, mais non 

10 purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un 
gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 
50 % poids/poids) et ultracentrifuge a 35 000 trs/min 
(100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor a godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 nl sont preleves dans 

15 chaque fraction apres homogtneisation pour y doser 
l'activitfe transcriptase inverse selon la technique 
decrite par H. Perron (3) • Les fractions contenant le pic 
d'activite RT "de type LM7" sont ensuite diluees dans du 
tampon PBS stferile et ultracentrif ugees une heure a 

20 35 000 trs/min (100 OOOg) pour sedimenter les particules 
virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors 
repris dans un petit volume d f un tampon adequat pour 
1* extraction d'ARN. La reaction de synthese de cDNA 
mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN extrait de 

25 virion extracellulaire purifie. L 1 amplification PCR selon 
la technique citfee plus-haut a permis d'obtenir le 
clone Fl-11 dont la sequence identifiee par SEQ ID NO 2, 
est pr6sent6e dans la figure 8. 

Ce clone permet de definir, avec les diffSrents 

30 clones pr€alablement sequences, une region de longueur 
importante (1,2 kb) representative du gene "pol" du 
retrovirus MSRV-1, telle que presentee dans la figure 9. 
Cette sequence denommee SEQ ID NO 1 est reconstitute a 
partir de difftrents clones se recouvrant a leurs 

35 extr6mites, en corrigeant les artefacts lies aux amorces 
et aux techniques d* amplification ou de clonage, qui 
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interromperaient artificiel lenient la trame de lecture de 
1' ensemble. Cette sequence sera identifiee ci-apres sous 
la denomination "region MSRV-1 pbl *•'. Son degre 
d«homologie avec la sequence HSERV-9 est represents a la 
figure 12. 

Dans la figure 9, la trame de lecture potentielle 
avec sa traduction en acides amines est presentee 
en-dessous de la sequence en acides nucleiques. 



EXEMPLE 6 : DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 
MSRV-1 et MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECHANTILLONS DE PLASMA 
PROVEN ANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS. 



Une technique PCR a ete utilisee pour detecter 
les genomes MSRV-1 et . MSRV-2 dans des plasmas obtenus 
apres prelevement de sang sur EDTA de patients atteints de 
SEP et de temoins non-SEP. 
20 L' extraction des ARN de plasma a ete effectuee 

selon la technique, deer ite par P. Chomzynski (20), apres 
addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium 
thiocyanate a 1 ml de plasma garde congele a -80 »C apres 
recueil. 

25 Pour MSRV-2, la PCR a ete effectuee dans les 

memes conditions et avec les amorces suivantes : 

- amorce 5', identifiee par SEQ ID NO 14 
5 ' GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3 ' ; 

- amorce 3*, identifiee par SEQ ID NO 15 
30 5 • GCATCCGGCAACTGCACG 3 ' . 

Cependant des resultats similaires ont aussi ete 
obtenus avec les amorces PCR suivantes dans deux 
amplifications successives par PCR "nichee" sur 
echantillons d' acides nucleiques non-traites par la DNase. 
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Les amorces utilises pour cette premiere etape 
de 40 cycles avec une temperature d 'hybridation de 4 8°C 
sont les suivantes : 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID NO 27 

5 5 * GCCGATATCACCCGCCATGG 3 • , correspondant a une 

amorce PCR MSRV-2 5 1 , pour une premiere PCR sur 
pr61fevement de patients, 

-amorce 3 • , identifiee par SEQ ID NO 28 
5 1 GCATCCGGC AACTG C ACG 3 • , correspondant a une 
10 amorce PCR MSRV-2 3 f , pour une premiere PCR sur 
pr€16vement de patients. 

Apr&s cette etape, 10 pi du produit 
d' amplification sont preleves et utilises pour realiser 
une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
15 amorces situees a l'interieur de la region deja amplifiee. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 35 cycles, avec une 
temperature d' hybridation des amorces ("annealing") de 
50°C Le volume reactionnel est de 100/il. 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
20 sont les suivantes : 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID NO 29 

5» CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5 1 , pour une PCR-nichee sur prfelfevement 
de patients, 

25 - amorce 3 f , identifiee par SEQ ID NO 30 

5 • TCTCCACTCCGAATATTCCG 3 ■ , correspondant S une 
amorce PCR MSRV-2 3', pour une PCR-nichee sur prSlevement 
de patients. 

Pour MSRV-1, l 1 amplification a et£ effectuee en 
30 deux Stapes. De plus, 1 • echantillon d'acides nucleiques 
est prSalablement traite par la DNase et un contrdle PCR 
sans RT (transcriptase inverse AMV) est effectue sur les 
deux Stapes d •amplification, de maniere a verifier que 
l 1 amplification RT-PCR provient exclusivement de 1 1 ARN 
35 MSRV-1. En cas de controle sans RT positif, 1 • Schantillon 
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aliquot^ d'ARN de depart est a nouveau traits par la DNase 
et amplifiS a nouveau- 

Le protocole de traitement par la DNase depourvue 
d'activite RNAse est le suivant: l'ARN extrait est 
5 aliquot^ en presence de "RNAse inhibitor" 

(Boehringer-Mannheim) dans de l»eau traitee au DEPC a une 
concentration finale de 1 /xg dans 10 pi; a ces 10 ixl, est 
ajoute 1/ii de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) et 
1,2 til de tampon a pH 5 contenant 0,1 M/l d 1 acetate de 

10 sodium et 5 mM/1 de MgS04 ; le melange est incube 15 min. a 
20°C et porte a 95°C pendant 1,5 min, dans un 
"thennocycler" . 

La premiere etape de RT-PCR MSRV-1 est effectuee 
selon une variante du procede d 1 amplification d'ARN tel 

15 que decrit dans la demande de brevet n° EP-A-0 569 272. 
Notamment, 1' etape de synthese d'ADNc est effectuSe a 4 2 °C 
pendant une heure; 1 ' amplification PCR se deroule sur 
40 cycles, avec une temperature d 'hybridation des amorces 
("annealing") de 53°C. Le volume reactionnel est de 100/xl. 

20 Les amorces utilisees pour cette premidre etape 

sont les suivantes : 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID NO 16 
5 1 AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3 1 ; 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 17 
25 5 1 TAAGAGTTGCACAAGTGCGi 3 ' . 

Apres cette etape, 10/il du produit 
d 1 amplification sont preleves et utilises pour r^aliser 
une deuxifcme amplification PCR dite "nichee" avec des 
amorces situees a 1* inter ieur de la region deja amplifiee. 
30 Cette deuxi&me Stape se deroule sur 3 5 cycles, avec une 
temperature d 1 hybridation des amorces ("annealing") de 
53 °C. Le volume reactionnel est de 100/xl. 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
sont les suivantes : 
35 - amorce 5», identifiee par SEQ ID NO 18 

5 1 TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3 1 ; 
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- amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 19 
5 ' AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 • . 

Dans les figures 10 et 11, sont presentes les 
resultats de PCR sous forme de photographies sous lumiere 
5 ultra-violette de gels d' agarose impregnes de bromure 
d'ethidium, dans lesquels on a effectue une electrophorese 
des produits d • amplification PCR deposes separement dans 
les dif ferents puits. 

La photographie du haut (figure 10) represente le 
10 resultat de 1 ' amplification specif ique MSRV-2 . 

Le puits numero 8 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN et les puits 1 a 7 
representent, dans l'ordre, les produits amplifies a 
partir des ARN totaux de plasmas provenant de 4 temoins 
15 sains exempts de SEP (puits 1 a 4) et de 3 patients 
atteints de SEP, a differents stades de la maladie 

(puits 5 a 7) . 

Dans cette serie, du materiel nucleique MSRV-2 
est detecte dans le plasma d'un cas de SEP sur les 3 
20 testes et dans aucun des 4 plasmas temoins. D'autres 
resultats obtenus sur des series plus etendues confirment 

ces resultats. 

La photographie du bas (figure 11) represente le 
resultat de 1' amplification specif ique par RT-PCR "nichee" 
25 MSRV-l: 

le puits n°l contient le produit PCR effectue 
avec de l'eau seule, sans addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits n»2 contient le produit PCR effectue 
avec de l'eau seule, avec addition de transcriptase 

30 inverse AMV; le puits numero 3 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN; les puits 4 a 13 
contiennent, dans l'ordre, les produits amplifies a partir 
des ARN totaux extra its de fractions de gradient de 
saccharose (collectees du haut vers le bas) sur lequel un 

35 culot de virion provenant d'un surnageant de culture 
infectee par MSRV-l et MSRV-2 a ete centrifuge a 
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l'equilibre selon le protocole deer it par H. Perron (13); 
dans le puits 14 rien n'a et6 depose; dans les puits 15 
a 17, on a dfeposfe les produits amplifies d'ARN extrait de 
plasmas provenant de 3 patients differents atteints de 
5 SEP, a differents stades de la maladie. 

Le g£nome retroviral MSRV-1 est bien retrouve 
dans la fraction du gradient de saccharose contenant le 
pic d 1 activity transcriptase inverse mesuree selon la 
technique dfecrite par H. Perron (3), avec une trds forte 

10 intensity (fraction 5 du gradient, deposee dans le 
puits n°8) . Une 16g£re amplification a eu lieu dans la 
premiere fraction (puits n°4) correspondant 

vraisemblablement a de l'ARN libere par des particules 
lysees qui flottaient a la surface du gradient; de meme, 

15 des debris aggreg^s ont sediments dans la derniere 
fraction (fond de tube) entrainant quelques copies de 
genome MSRV-1 qui ont donne lieu a une amplification de 
faible intensity. 

Sur les 3 plasmas de SEP testes dans cette serie, 

20 l'ARN MSRV-1 a ete retrouve dans un cas, produisant une 
amplification tres intense (puits n°17) . 

Dans cette serie, le genome ARN retroviral MSRV-1 
correspondant vraisemblablement a des> particules de virus 
extracellulaire presentes dans le plasma en nombre 

25 extrSmement faible, a ete detecte par RT-PCR "nichee" dans 
un cas de SEP sur les 3 testes. D'autres resultats obtenus 
sur des series plus etendues confirment ces resultats. 

De plus, la specificity des sequences amplifiees 
par ces techniques PCR peut etre verifiee et evaluee par 

30 la technique "ELOSA" telle que decrite par F. Mallet (21) 
et dans le document FR-A-2 663 040. 

Pour MSRV-1 les produits de la PCR nichee sus- 
dfecrite peuvent etre testes dans deux systemes ELOSA 
permettant de d^tecter separement un consensus A et un 

35 consensus B+C+D de MSRV-1 , correspondant aux sous-families 
d^crites dans l'exemple 1 et les figures 1 et 2 . En effet, 
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les sequences proches du consensus B+C+D sont retrouvees 
essentiellement dans les echantillons d' ARN provenant de 
virions MSRV-1 purifies a partir de cultures ou amplifies 
dans des liquides biologiques extra-celluaires de patients 
5 SEP, alors que les sequences proches du consensus A sont 
essentiellement retrouvees dans 1 • ADN cellulaire 
humain normal. 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 
1 'hybridation specif ique des produits PCR de la sous- 
10 famille A utilise un oligonucleotide de capture cpVIA avec 
une liaison amine en 5' et un oligonucleotide de detection 
biotinyle dpVIA ayant respect ivement pour sequence: 

- cpVIA identify par SEQ ID NO 31 

5 1 GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3 1 , correspondant a 

15 1* oligonucleotide de capture ELOSA des produits PCR-nichee 
MSRV-1 effectuee avec les amorces identifies par 
SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, suivie eventuellement de 
1 •amplification avec les amorces identifiees par 
SEQ ID NO 18 et SEQ ID NO 19 sur prelevement de patients ; 

20 - dpVIA identifiS par SEQ ID NO 32 

5 1 C ATCT I TTTGG I C AGG C A I TAG C 3' correspondant & 
l 1 oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille A 
des produits PCR-"nich§e M MSRV-1 effectufee avec les 
amorces identifies par SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, 

25 suivie eventuellement de 1 • amplification avec les amorces 
identif ifees par SEQ ID N018 et SEQ ID NO 19 sur 
prfelfevement de patients. 

Le systSme ELOSA/MSRV-l pour la capture et 
1* hybridation specif ique des produits PCR de la 

30 sous-famille B+C+D utilise le m§me oligonucleotide de 
detection biotinyle dpVIA et un oligonucleotide de capture 
cpVlB avec une liaison amine en 5 1 ayant pour sequence : 

- dpVlB identifie par SEQ ID N°33 

5 1 CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3 * , correspondant a 
35 1" oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille 
B+C+D des produits PCR-" nich§e" MSRV-1 effectuee avec 
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les amorces identifies par SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, 
suivie eventuellement de 1 ' amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID NO 18 et SEQ ID NO 19 sur 
prelevement de patients. 

5 Ce systeme de detection ELOSA a permis de 

verifier qu'aucun des produits PCR ainsi amplifies a 
partir de plasmas de patients SEP traites par la D«ase ne 
contenait de sequence de la sous-f amille A et que tous 
etaient positifs avec le consensus des sous-families B, 

10 C et D. 

Pour MSRV-2, une technique ELOSA similaire a ete 
evaluee sur des isolats provenant de cultures cellulaires 
infectees en utilisant les amorces d 1 amplification PCR 
suivantes : 

15 - amorce 5», identifiee par SEQ ID NO 34 

5 • AGTGYTRCCMCARGGCGCTGAA 3 • , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5 • , pour PCR sur prelevement de 
cultures, 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 35 
20 5' GMGGCCAGCAGSAKGTCATCCA 3', correspondant a une 

amorce PCR MSRV-2 3 • , pour PCR sur preldvement de 
cultures, 

et les oligonucleotides de capture avec une 
liaison amine en 5' cpV2 , et de detection biotinyle dpV2, 
25 ayant pour sequences respectives : 

-cpV2 identifiee par SEQ ID NO 36 

5 GGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 3 ' , correspondant a un 
oligonucleotide de capture ELOSA des produits de la PCR 
MSRV-2 effectuee avec les amorces SEQ ID NO 34 et 
30 SEQ ID NO 35, ou eventuellement avec les amorces 
degenerees definies par Shih (12), 

-dpV2 identifie par SEQ ID NO 37 

5 • AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCC 3 • , correspondant a un 
oligonucleotide de detection ELOSA des produits de la PCR 
35 MSRV-2 effectuee avec les amorces SEQ ID NO 34 et 
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SEQ ID NO 35, ou eventuel lenient avec les amorces 
degfenerees definies par Shih (12). 

Ce systeme d ' amplification PCR avec un couple 
d 1 amorces different de ceux qui ont 6t6 pr6c§demment 

5 dfecrits pour 1 1 amplification sur les echantillons de 
patients, a permis de confirmer l 1 infection par MSRV-2 de 
cultures in vitro et d 1 echantillons d'acides nuclSiques 
utilises pour les travaux de biologie moleculaire. 

En fin de compte, les premiers resultats de 

10 detection PCR du genome d 1 agents pathogenes et/ou 
infectants, montrent qu'il est vraisemblable que du 
"virus" libre peut circuler dans le flux sanguin de 
patients en phase de poussee aigue, en dehors du systeme 
nerveux. Ceci est compatible avec l 1 existence 

15 quasi-systfematique de "breches" dans la barriere 
hemato-encephalique des patients en phase active de SEP. 



EXEMPLE 7 : OBTENTION DE SEQUENCES DU GENE "env" 
20 DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1. 

Ainsi que cela a dSja 6te deer it dans 
l*exemple 5, une technique PCR derivee de la technique 
publiSe par Frohman (19) a ete utilisee. La technique 

25 dferivee permet, a l'aide d'une amorce specif ique en 3 1 du 
genome a amplifier, d'felonguer la sequence vers la 
region 5' du gfenome a analyser. Cette variante technique 
est decrite dans la documentation de la firme "Clontech 
Laboratories Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie 

30 avec son produit "5 ' -AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a ete 
utilise sur une fraction de virion purifife comme decrit 

prec^demment . 

Afin de rfealiser une amplification de la 
region 3' du genome retroviral MSRV-1 en englobant la 
35 region du gfene "env", une etude a 6te r§alis6e pour 
determiner une sequence consensus dans les regions LTR de 
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m§me type que celles du retrovirus endogene d^fectif 
HSERV-9 (18,24), avec lequel le retrovirus MSRV-1 presente 
des homologies part iel les. 

La meme amorce 3* specif ique a ete utilisee dans 
5 le protocole du kit pour la synthese du ADNc et 
1 •amplification PCR ; sa sequence est la suivante : 

GTGCTGATTGGTGTATTTACAATCC (SEQ ID NO 45) 

10 La synthese de I'ADN complementaire (ADNc) et 

1 •amplification PCR monodirectionelle avec 1* amorce 
ci-dessus, ont ete realisees en une 6tape, selon le 
procede decrit dans le brevet EP-A-0 569 272. 

Les produits issus de la PCR ont et£ extraits 

15 aprds purification sur gel d' agarose selon les m^thodes 
convent ionnel les (17) , puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
distillfee. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant a ajouter une adenine a l f extemite 3* de chacun 
des deux brins d 1 ADN , I'ADN obtenu a ete directement 

20 ins6r6 dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology) . Les 2 Ml <*e solution d • ADN ont 
§t6 melanges avec 5 /il d»eau distillee sterile, 1 /il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre 

"10X LIGATION BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 

25 et 1 /il de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a et6 incube une 
nuit 4 12°C. Les etapes suivantes ont ete realisees 
conformfement au instructions du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . A la fin de la procedure, les 
colonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 

30 et€ repiquees pour etre cultivees et permettre 
l 1 extraction des plasmides incorpores selon la procedure 
dite de "miniprep" (17) . La preparation de plasmide de 
chaque colonie recombinante a ete coupee par une enzyme de 
restriction appropriee et analysee sur gel d 1 agarose. Les 

35 plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
apr&s marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
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select ionnes pour le sequen<?age de l 1 insert, apris 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. 
La reaction prealable au sequengage a ensuite et€ 
5 effectuSe selon la methode preconis^e pour 1 ' utilisation 
du kit de sequengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequen^age automatique a et£ realise 
avec I'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied 

10 Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette approche technique a §t£ appliquee a un 
fechantillon de virion concentre comme decrit ci-apres, a 
partir d'un melange de surnageants de culture produits par 
des lign6es lymphoblastoides B telles que decrites dans 

15 l'exemple 2, etablies a partir des lymphocytes de patients 
atteints de SEP et presentant une activity transcriptase 
inverse detectable selon la technique decrite par Perron 
et coll* (3) : les surnageants de cultures sont collectes 
deux fois par semaine, pre-centrifuges a 10 000 trs/min 

20 pendant 30 minutes pour eliminer les debris cellulaires, 
et ensuite, congel£s a -80 °C ou utilises tels quels pour 
les etapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles 
sont centrifuges sur un coussin de PBS-glyc€rol 3 0% a 
100 OOOg pendant 2 h, a 4°C. Apres Elimination du 

25 surnageant, le culot sedimente constitue 1 ' echantillon de 
virions concentres, mais non purifies. Le culot ainsi 
obtenu est alors repris dans un petit volume d'un tampon 
adequat pour l 1 extraction d'ARN. La reaction de synthese 
de ADNc mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN 

30 extrait de virion extracellulaire concentre. 

L' amplification RT-PCR selon la technique citee 
plus-haut a permis d f obtenir le clone FBd3 dont la 
sequence identifi6e par SEQ ID NO 4 6 , est pr£sent£e dans 
la figure 13. 

35 Dans la figure 14, I'homologie de sequence entre 

le clone FBd3 et le retrovirus HSERV-9 est representee sur 



2737500 

# • 

42 

le tableau matriciel par un trait plein, pour toute 
homologie partielle superieure ou egale & 65 %. On peut 
constater que des homologies existent dans les regions 
flanquantes du clone (avec le gene pol en 5 • et avec le 
5 gfene env puis le LTR en 3 ■ ) , mais que la region interne 
est totalement divergente et ne presente aucune homologie, 
meme faible, avec le gene "env" d'HSERV9. De plus, il 
apparait que le clone FBd3 contient une region "env" plus 
longue que celle qui est decrite pour I 1 endogene defectif 
10 HSERV-9 ; on peut ainsi constater que la region divergente 
interne const itue un "insert" entre les regions 
d 1 homologie partielle avec les genes defectif s HSERV-9. 

15 EXEMPLE 8 : AMPLIFICATION, CLONAGE ET SEQUENCAGE 

DB LA REGION DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 SITUEE ENTRE LES 
CLONES PSJ17 ET FBd3 . 

Quatre oligonucleotides, Fl, B4 , F6 et Bl, ont 
20 6t6 dfefinis pour amplifier de l'ARN provenant de virions 
concentres des souches POL2 et MS7PG. Des reactions de 
contrdle ont ete effectuees de maniere a contr61er la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau). 
L* amplification consiste en une premiere etape de RT-PCR 
25 selon le protocole decrit dans la demande de brevet 
EP-A-0 569 272, suivie d'une deuxieme etape de PCR 
effectuee sur 10 til de produit de la premiere etape avec 
des amorces internes a la premiere region amplifiee 
(PCR "nich6e") . Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
30 Fl et B4 sont utilisees, Dans le deuxieme cycle PCR, les 
amorces F6 et 1' amorce Bl sont utilisees. Les amorces sont 
positionnSes comme suit : 

Bl B4 



ARN 



Fl 



F6 



35 



• # 
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MSRV1 



PSJ17 FBd3 
> < / 

5 S^ol MSRV-1 3 1 pol MSRV-1 / 

5»env. 

Leur composition est : 

10 amorce Fl : TGATGTGAACGGCATACTCACTG ( SEQ ID NO 47) 
amorce B4 : CCCAGAGGTTAGGAACTCCCTTTC (SEQ ID NO 48) 
amorce F6 : GCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAG (SEQ ID NO 49) 
amorce Bl : CAACATGGGCATTTCGGATTAG (SEQ ID NO 50) 

Le produit d 1 amplification "nichee" obtenu et 

15 d6nomm6 M t pol M est presente dans la figure 15, et 
correspond a la sequence SEQ ID NO 51 • 



EXEMPLE 9 : OBTENTION DE NOUVELLES SEQUENCES, 
20 EXPRIMEES EN ARN DANS LES CELLULES EN CULTURE PRODUISANT 
MSRV-1, ET COMPRENANT UNE REGION "env" DU GENOME 
RETROVIRAL MSRV-1. 

Une banque d'ADNc a ete realisee selon la 
25 procedure decrite par le fabricant des kits 
"cDNA synthesis module, cDNA rapid adaptator ligation 
module, cDNA rapid cloning module, lambda gtlO in vitro 
packaging module" (Amersham, ref RPN1256Y/Z, RPN1712, 
RPN1713, RPN1717, N334Z) a partir de 1 * ARN messager 
30 extrait de cellules d'une lignee lymphoblastoide B telle 
que decrite dans l'exemple 2, etablie a partir des 
lymphocytes d'un patient atteint de SEP et prfesentant une 
activite transcriptase inverse detectable selon la 
technique decrite par Perron et coll. (3) . 
35 Des oligonucleotides ont ete def inis pour 

amplifier de I'ADNc clone dans la banque nuclfeique entre 



2737500 

• • 

44 

la rigion 3 f du clone PSJ17 (pol) et la region 5 1 (LTR) du 
clone FBd3 . Des reactions de controle ont et€ effectuees de 
manidre 3 controler la presence de contaminants 
(reaction sur de l'eau) . Des reactions PGR effectuees sur 
les acides nucleiques clones dans la banque avec 
diff6rents couples d 1 amorces ont permis d f amplifier une 
serie clones reliant des sequences pol aux sequences env 
ou LTR de type MSRV-1. 

Deux clones sont representatif s des sequences 
obtenues dans la banque de cDNA cellulaire : 

- le clone JLBcl, dont la sequence SEQ ID NO 52 est 
presentee dans la figure 16 ; 

- le clone JLBc2, dont la sequence SEQ ID NO 53 est 
presentee dans la figure 17. 

Les sequences des clones JLBcl et JLBc2 sont 
homologues a celle du clone FBd3, ainsi que cela apparait 
dans les figures 18 et 19, L'homologie entre le clone 
JLBcl et le clone JLBc2 est representee dans la figure 20. 

Les homologies entre les clones JLBcl et JLBc2 
d*une part, et la sequence HSERV9 d" autre part, sont 
presentees respectivement dans les figures 21 et 22. 

On remarque que la region d'homologie entre JLB1, 
JLB2 et FBd3^ comprend, avec quelques variations de 
sequence et de taille de "l 1 insert", la sequence 
supplementaire absente ("ins^ree") dans la sequence env 
HSERV-9, telle que dfecrite dans l'exemple 8. 

On remarque aussi que la region "pol" clonee est 
trds homologue a HSERV-9, ne possede pas de cadre de 
lecture (en tenant compte des erreurs de sequences 
induites par les techniques utilisees, jusqu'au s€quenceur 
automatique inclus) et diverge des sequences MSRV-1 
obtenues a partir de virions. Etant donnfe que ces 
sequences ont 6t§ donees a partir de l'ARN de cellules 
exprimant des particules MSRV-1 , il est probable qu'elles 
proviennent d* elements retroviraux endogenes apparentes a 
la famille ERV9 ; ce, d'autant plus que les genes pol et 
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env sont present sur un meme ARN qui n'est a 1" Evidence 
pas 1 1 ARN genomique MSRV1. Certains de ces elements ERV9 
possedent des LTR fonctionnels activables par des virus 
replicatifs codant pour des transactivateurs homologues ou 

5 heterologues. Dans ces conditions, la parents entre MSRV-1 
et HSERV-9 rend probable la transactivation des elements 
ERV9 endogenes defectifs (ou non) par des proteines 
transactivatrices MSRV-1 homologues, voire identiques. 

Un tel phenomene peut induire une interference 

10 virale entre l f expression de MSRV-1 et les elements 
endogenes apparentes. Une telle interference conduit 
generalement a une expression dite 

"defective-interferente", dont certaines caracteristiques 
ont ete retrouvees dans les cultures etudiees infectees 

15 par MSRV-1. De plus, un tel phenomene n'est pas sans 
generer 1' express ion de polypeptides, voire de proteines 
retrovirales endogenes qui ne sont pas necessairement 
tolerees par le systeme immunitaire. Un tel schema 
d 1 expression aberrante d 1 elements endogenes apparentes a 

20 MSRV-1 et induite par ce dernier est susceptible de 
multiplier les antigenes aberrants et, done, de contribuer 
a 1* induction de processus autoimmuns tels qu»on les 
observe dans la SEP. 

II est cependant essentiel de noter que les 

25 clones JLBcl et JLBc2 different de la sequence ERV9 ou 
HSERV9 deja decrite, en ce qu'ils possedent une region env 
plus longue comprenant une region supplementaire 
totalement divergente d»ERV9. On peut done definir leur 
parente avec la famille endogene ERV9 , mais ils 

30 constituent a !• evidence des elements originaux, jamais 
deer its a ce jour. En effet, 1 1 interrogation des banques 
de donnees de sequences nucleiques disponibles dans la 
version n° 15 (1995) du logiciel "Entrez" (NCBI, NIH, 
Bethesda, USA) n'a pas permis d' identifier de sequence 

35 homologue co'nnue dans la region env de ces clones. 
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EXEMPLE 10 : OBTENTION DES SEQUENCES SITUEES DANS 
LA REGION 5 1 pol et 3 1 gag DO GENOME RETROVIRAL MSRV-1. 

Ainsi que cela a deja §t6 decrit dans 
5 l'exemple 5, une technique PCR derivee de la technique 
publifee par Frohman (19) a ete utilisee. La technique 
dferivee permet, a l'aide d*une amorce specifique en 3' du 
genome & amplifier, d'Slonguer la sequence vers la 
region 5 1 du genome & analyser. Cette variante technique 
10 est decrite dans la documentation de la firme "Clontech 
Laboratories Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie 
avec son produit "5 1 -AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a ete 
utilise sur une fraction de virion purifie comme decrit 
pr fecedemment • 

15 Afin de realiser une amplification de la 

region 5 1 du genome retroviral MSRV-1 partant de la 
sequence pol d€j& sequencee (clone Fll-1) et s f §tendant 
vers le gdne gag, des amorces specif iques MSRV-1 ont ete 
def inies. 

20 Les amorces 3* specif iques utilisees dans le 

protocole du kit pour la synthese du ADNc et 
l 1 amplification PCR sont respectivement complementaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes : 

25 ADNc : (SEQ ID NO 54) 

CCTGAGTTCTTGCACTAACCC 
amplification : (SEQ ID NO 55) 
GTC CGTTGGGTTTC CTT A CT C CT 

30 Les produits issus de la PCR ont etfe extraits 

aprds purification sur gel d' agarose selon les mfethodes 
convent ionnel les (17), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
distillee. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant a ajouter une adenine a l'extemite 3 1 de chacun 

35 des deux brins d 1 ADN , 1 1 ADN obtenu a ete directement 
insert dans un plamide a I 1 aide du kit TA Cloning™ 
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(British Biotechnology). Les 2 /il de solution d'ADN ont 
6t6 mfelangfes avec 5 /xl d'eau distillfee sterile , 1 /il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre 

"10X LIGATION BUFFER", 2 /il <*e "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 
5 et 1 /xl "TA DNA LIGASE" . Ce melange a ete incube une 

nuit a 12 °C. Les etapes suivantes ont et§ rfealisees 
conf ormement au instructions du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . A la fin de la procedure, les 
colonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 

10 ete repiquees pour etre cultivees et permettre 
l 1 extraction des plasmides incorpores selon la procedure 
dite de "miniprep" (17) . La preparation de plasmide de 
chague colonie recombinante a et§ coupee par une enzyme de 
restriction appropri^e et analys^e sur gel d • agarose. Les 

15 plasmides possSdant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
s^lectionnes pour le sequen?age de 1» insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. 

20 La reaction prealable au sequensage a ensuite ete 
effectuee selon la mSthode preconisee pour 1 1 utilisation 
du kit de sequen<?age "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequen<?age automatique a et6 realist 

25 avec l'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied 
Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette approche technique a ete appliquee a un 
echantillon de virion concentre comme deer it ci-apres, a 
partir d'un melange de surnageants de culture produits par 

30 des lignfees lymphoblastoides B telles que decrites dans 
l*exemple 2, etablies a partir des lymphocytes de patients 
atteints de SEP et presentant une activite transcriptase 
inverse detectable selon la technique dfecrite par Perron 
et coll. (3) : les surnageants de cultures sont collectes 

35 deux fois par semaine, pre-centrif uges a 10 000 trs/min 
pendant 30 minutes pour eliminer les debris cellulaires, 
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et ensuite, congeles a -80°C ou utilises tels quels pour 
les stapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles 
sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycerol 30 % a 
100 OOOg pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du 
5 surnageant, le culot sedimente constitue 1 1 echantillon de 
virions concentres, mais non purifies. Le culot ainsi 
obtenu est alors repris dans un petit volume d'un tampon 
adfequat pour l 1 extraction d'ARN. La reaction, de synthese 
de ADNc mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN 
10 extrait de virion extracellulaire concentre. 

L 1 amplification RT-PCR selon la technique citee 
plus-haut a permis d'obtenir le clone GM3 dont la sequence 
identifiee par SEQ ID NO 56, est presentee dans la 
figure 23. 

15 Dans la figure 24, l^omologie de sequence entre le clone 
GMP3 et le retrovirus HSERV-9 est representee sur le 
tableau matriciel par un trait plein, pour toute homologie 
partielle superieure ou egale a 65 %. 

En synthase, sur la figure 2 5 est representee la 

20 localisation des differents clones precedemment etudies, 
par rapport au genome ERV9 connu. Sur la figure 25, la 
region env MSRV-1 etant plus longue que le gfene env de 
ERV9 de reference, la region suppiementaire est 
representee au-dessus du point d 1 insertion selon un "V" , 

25 6tant entendu que le materiel insere prisente une 
variability de sequences et de taille entre les clones 
reprfesentes (JLBcl, JLBc2, FBd3) . Et sur la figure 26, est 
representee la position de differents clones etudies dans 
la region MSRV-1 pol *. 

30 GrSce au clone GM3 precedemment deer it, on a pu 

definir un cadre de lecture possible, couvrant l 1 ensemble 
du g£ne pol, reference selon SEQ ID NO 57, represente aux 
figures successives 27a h 27c. 



35 
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EXEMPLE 11 : DETECTION D'ANTICORPS SPECIPIQUES 
ANTI-MSRV-1 DANS LE SERUM HUMAIN. 



L 1 identification de la sequence du gene pol du 
5 retrovirus MSRV-1 et d'un cadre de lecture ouverte de ce 
gdne a permis de determiner la sequence SEQ ID NO 39 en 
acides amines d'une region dudit g&ne, referencSe 
SEQ ID NO 40 (cf figure 12) . 

Differents peptides synthetiques correspondant a 
10 des fragments de la sequence proteique de la transcriptase 
inverse MSRV-1 codee par le gene pol, ont ete testes pour 
leur specificity antigenique vis Sl vis de sera de patients 
atteints de SEP et de temoins sains* 

Les peptides ont ete synthetises chimiquement par 
15 synthese en phase solide, selon la technique de Merrifield 
(Barany G, and Merrifielsd R.B, 1980, In the Peptides, 2, 
1-284 , Gross E and Meienhofer J, Eds Academic Press, 
New York) . Les modalites pratiques sont celles d§crites 
ci-aprfis. 

20 a) Svnthfese des peptides : 

Les peptides ont ete synthetises sur une resine 
phenylacetamidomethyle (PAM) /polystyrene/divinylbenzene 
(Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) , en utilisant 
un synthetiseur automatique "Applied Biosystems 430A" • Les 

25 acides amines sont couples sous forme d f esters 
d'hydroxybenzotriazole (HOBT) . Les acides amines utilises 
proviennent de Novabiochem (Laiif lerlf ingen, Suisse) ou de 
Bachem (Bubendorf , Suisse) . 

La synthese chimique a ete effectufee en utilisant 

30 un protocole de double couplage avec . la N-methyl- 
pyrrolidone (NMP) comme solvant. Les peptides ont ete 
coupes de la resine ainsi que les protections lat§rales, 
de maniere simultanee, a l'aide d'acide f luorhydrique (HF) 
dans un appareil approprie (appareil de coupure de type I, 

35 Peptide Inst iute, Osaka, Japon) • 
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Pour lg de peptidylresine, 10ml de HF, 1ml 
d'anisole et 1ml de dirofethylsulfure 5DMS sont utilises. Le 
mfelange est agit6 durant 45 minutes a -2°C. Le HF est 
alors fevapore sous vide. Apres lavages intensifs a 
5 1* ether, le peptide est elue de la resine par de l'acide 
acetique 10%, puis lyophilise. 

Les peptides sont purifies par chromatographie 
liquide haute performance preparative sur une colonne 
VYDAC de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, 

10 Hesperia, CA, USA), L'elution est realisee par un gradient 
d^cetonitrile a un debit de 22 ml/min. Les fractions 
collectees sont controlees par une elution en condition 
isocratique sur une colonne VYDAC®. C18 analytique 
(250 x 4,6 mm), S un debit de Iml/min. Les fractions qui 

15 pr6sentent le meme temps de retention sont reunies et 
lyophilisees. La fraction majoritaire est ensuite analysee 
par chromatographie liquide haute performance analytique, 
avec le systeme deer it precedemment . Le peptide qui est 
considfere comme de purete acceptable se traduit par un pic 

20 unique reprSsentant 95 % minimum du chromatogramme . 

Les peptides purifies sont ensuite analyses dans 
le but de contrSler leur composition en acides amines, a 
l'aide d'un analyseur d 1 acides amines automatique Applied 
Biosystems 420H. La mesure de la masse moleculaire 

25 chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant 
la spectrometrie de masse L.S.I. M.S. en mode d'ion posit if 
sur un instrument a double focalisation VG. ZAB.ZSEQ relie 
a un systeme d •acquisition DEC-VAX 2000 (VG analytical 
Ltd, Manchester, Angleterre) . 

30 La r6activite des differents peptides a ete 

testSe contre des sera de patients atteints de sclerose en 
plaques et contre des sera de temoins sains, Ceci a permis 
de selectionner un peptide denomme P0L2B dont la sequence 
est representee i la figure 28 dans 1 • identif icateur 

35 SEQ ID NO 39 ci-dessous, code par le gene pol de MSRV-1 
(nucleotides 181 a 330). 
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b) Proprieties antiaeniaues : 

Les proprieties antigeniques du peptide POL2B ont 
ete mises en evidence selon le protocole ELISA decrit 
ci-dessous. 

5 Le peptide POL2B lyophilise a ete dissous dans de 

l'eau distillee sterile a une concentration de lmg/ml. 
Cette solution-mere a ete aliquotee et gardee a +4°C pour 
usage sous quinzaine, ou congelee a -20°C, pour un usage 
dans les 2 mois. Un aliquot est dilue dans une solution de 

10 PBS (Phosphate Buffer Saline) afin d'obtenir une 
concentration finale de peptide de 1 microgramme/ml . 
100 microlitres de cette dilution sont deposes dans chaque 
puits de plaques de microtitration (plastique 
••high-binding", COSTAR ref: 3590). Les plaques sont 

15 recouvertes d'un adhesif de type "plate-sealer" et 
maintenues une nuit a +4°C, pour la phase d» adsorption du 
peptide sur le plastique. L ' adhesif est enleve et les 
plaques sont lavees trois fois avec un volume de 300 
microlitres d'une solution A (PBS lx, 0,05% Tween 20®), 

20 puis retournees sur un tissu absorbant. Les plaques ainsi 
egouttees sont remplies avec 2 00 microlitres par puits 
d'une solution B (solution A + 10 % de serum de chevre), 
puis recouvertes d'un adhesif et incubees de 45 minutes a 
1 heure, a 37 °C. Les plaques sont ensuite lavees trois 

25 fois avec la solution A, comme decrit precedemment . 

Les echantillons de serum a tester sont 
prealablement dilues au l/50eme dans la solution B et 
100 microlitres de chaque serum dilue a tester sont 
deposes dans les puits de chaque plaque de micrititration. 

30 Un contrdle negatif est depose dans un puits de chaque 
plaque, sous la forme de 100 microlitres de tampon B. Les 
plaques recouvertes d'un adhesif sont alors incubees 1 a 
3 heures, a 37 °C. Les plaques sont ensuite lavees trois 
fois avec la solution A, comme decrit precedemment . 

35 Parallelement, un anticorps de chevre marque a la 
peroxydase et dirige contre les IgG (Sigma Immunochemicals 
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ref. A6029) ou les IgM (Cappel ref.: 55228) humaines est 
dilufe dans la solution B (dilution 1/5000 pour 1'anti-IgG 
et, 1/1000 pour 1'anti-IgM). 100 microlitres de la 
dilution adequate de l'anticorps marqu§ sont alors deposes 
5 dans chaque puits des plaques de microtitration et les 
plaques recouvertes d'un adhesif sont incub§es 1 a 
2 heures, a 37°C. Un nouveau lavage des plaques est 
ensuite effectud comme decrit precedemment. Parallelement , 
le substrat de la peroxydase est prepar€ selon les 

10 indications du kit "Sigma fast OPD kit" 
(Sigma Immunochemichals, ref. P9187) . 100 microlitres de 
solution-substrat sont deposes dans chaque puits et les 
plaques sont placees a I'abri de la lumiere pendant 20 a 
30 minutes, a temperature ambiante. 

15 une fois la reaction coloree stabilisee, les 

plaques sont immediatement placees dans un lecteur 
spectrophotometrique de plaques ELISA, et la densite 
optique (D.O.) de chaque puits est lue a une longueur 
d'onde de 4 92 nm. Alternativement , 3 0 microlitres d f HCL IN 

20 sont d6pos6s dans chaque puits pour stopper la reaction et 
les plaques sont lues au spectrophotometre dans les 
24 heures. 

Les echantillons serologiques sont deposes en 
double ou en triple et la densite optique (D.O.) 
25 correspondant au serum teste est calculee en faisant la 
moyenne des D.O. obtenues pour un meme echantillon, a la 
meme dilution. 

La D.O. nette de chaque serum correspond a la 
D.O. moyenne du serum de laquelle est soustraite la D.O. 
30 moyenne du temoin negatif (solution B : PBS, Tween 2 0® 
0,05%, 10% serum de chevre) . 

c) Detection d'anticoros IaG anti-MSRV-1 par 

ELISA : 

La technique decrite ci-dessus a et6 utilisee 
35 avec le peptide P0LB2 pour rechercher la presence 
d'anticorps IgG specif iques anti-MSRV-1 dans le s6rum de 
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29 patients, pour lesquels un diagnostic certain ou 
probable de SEP a et£ pose selon les criteres de 
Poser (23), et de 32 t^moins sains (donneurs de sang). 

Dans la figure 29, les resultats de chaque serum 
5 testfe avec un anticorps anti-IgG, sont representes. Chaque 
barre verticale represente la density optique (D.O a 
492 nm) nette d'un serum teste. L'axe^ des ordonnees 
indique la D.O. nette au sommet des barres verticales. Les 
29 premieres barres verticales situees a gauche de la 

10 ligne pointillee verticale, representent les sera de 
29 cas de SEP testes et les 32 barres verticales situees a 
droite der la ligne pointillee verticale, representent les 
sera de 32 temoins sains (donneurs de sang) . 

La moyenne des D.O nettes des SEP testees est 

15 de : 0,62. Le graphique permet de visualiser 5 temoins 
dont la D.O. nette emerge au dessus des valeurs groupees 
de la population temoin. Ces valeurs peuvent reprSsenter 
la presence d'IgG specif iques chez des patients 
sferopositifs non-malades. Deux methodes ont done ete 

20 6valueespour determiner le seuil statistique de positivite 
du test. 

La moyenne des D.O. nettes des temoins, y compris 
les tfemoins avec des D.O. nettes elevees, est de 0,36. 
Sans les 5 temoins dont les D.O. nettes sont supferieures 
25 ou 6gales a 0,5, la moyenne des temoins "negatifs" est 
de 0,33. L'fecart type des temoins negatifs est de 0,10. Un 
seuil de positivite theorique peut etre calcule selon la 
formule : 

30 valeur seuil (moyenne des D.O. nettes des t&moins 

sferonfegatifs) + (2 ou 3 x ecart-type des D.O. nettes des 

temoins seronegatif s) . 



35 



Dans le premier cas, on considere qu'il existe 
des seropositifs non-malades et la valeur seuil est egale 
a : 0,33 + (2 x 0,10) = 0,53. Les resultats negatifs 
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repr6sentent un "bruit de fond" non specifique de la 
presence d'anticorps specif iquement dirigSs contre un 
Epitope du peptide. 

Dans le deuxieme cas, si 1» ensemble des tfemoins 

5 constitu§s de donneurs de sang en bonne sant§ apparente 
est pris comme base de reference, sans exclure les serums 
a priori seropositif s, l'ecart-type des "tSmoins non-SEP" 
est de 0,116. La valeur seuil devient alors : 
0,36 + (2 x 0,116) = 0,59. 

10 Selon cette analyse, le test est specique de la 

SEP. A cet egard, on constate que le test est specifique 
de la SEP, puisque comme montre dans le tableau 1, aucun 
tfemoin n'a une D.O. nette au-dessus de ce seuil. En fait 
ce r6sultat reflete le fait que les titres d'anticorps 

15 chez les patients atteints de SEP sont en majority plus 
eleves que chez des temoins sains ayant ete en contact 
avec MSRV-1. 
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En fonction du premier mode de calcul et comme 
represents a la figure 29 et dans le tableau 
correspondant 1, 26 des 29 serums SEP donnent un r6sultat 
positif (D.O. nette superieure ou §gale a 0,50) indiquant 
5 la presence d'IgG specif iquement dirigees contre le 
peptide POL2B, done contre une partie de 1» enzyme 
transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1 codee par son 
g§ne pol et, par consequent, contre le retrovirus MSRV-1 • 
Ainsi, environ 90 % des patients SEP testes ont reagi 

10 contre un Epitope porte par le peptide POL2B et presentent 
des IgG circulantesi dirigees contre ce dernier. 

Cinq donneurs de sang/ en apparente bonne sante, 
sur 32 presentent un resultat positif. Ainsi, il apparait 
qu' environ 15 % de la population non-malade peut avoir ete 

15 en contact d'un epitope ports par le peptide POL2B dans 
des conditions ayant conduit a une immunisation active qui 
se traduit par la persistance d'IgG seriques specif iques. 
Ces conditions sont compatibles avec une immunisation 
contre la transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1, lors 

20 d'une infection par le (et/ou reactivation du) retrovirus 
MSRV-1 • L' absence de pathologie neurologique apparente 
6voquant la SEP chez ces temoins seropositifs peut 
indiquer qu'ils sont porteurs sains, ont elimine un virus 
infectieux apr§s s'etre immunises ou qu'ils constituent 

25 une population £ risque de porteurs chroniques. En effet, 
les donn6es epidemiologiques montrant qu'un agent 
pathog&ne present dans 1 1 environnement des regions Sl haute 
prevalence de SEP, peut etre la cause de cette maladie, 
impliquent qu'une fraction de la population exempte de SEP 

30 a nfecessairement §te en contact avec un tel agent 
pathogdne. On a montre que le retrovirus MSRV-1 constitue 
tout ou partie de cet "agent pathogene" a l'origine de la 
SEP et il est done normal que des temoins pris dans une 
population saine presentent des anticorps de type IgG 

35 contre des composants du retrovirus MSRV-1, Ainsi, la 
difference de seroprevalence entre les SEP et la 
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population tfemoin est extremement significative : 
test "chi-2" , p<0,001. Ces resultats sont done en faveur 
d'un rdle etiopathogfenique de MSRV-1 dans la SEP* 

d) Detection d'anticorps IaM anti-MSRVl par 

5 ELISA : 

La technique ELISA avec le peptide P0L2B a ete 
utilisee pour rechercher la presence d'anticorps 
specif iques IgM anti-MSRV-1 dans le s6rum de 3 6 patients, 
pour lesquels un diagnostic certain ou probable de SEP a 

10 6te pos§ selon les criteres de Poser (23), et de 
42 temoins sains (donneurs de sang) . 

Dans la figure 30/ les resultats de chaque serum 
testfe avec un anticorps anti-IgM, sont representes. Chaque 
barre verticale represente la density optique (D.O a 

15 492 nm) nette d»un serum teste. L'axe des ordonnees 
indique la D.O. nette au sommet des barres verticales. Les 
36 premieres barres verticales situees ei gauche de la 
ligne verticale coupant l'axe des abscisses reprfesentent 
les scrums de 3 6 cas de SEP testes et les barres 

20 verticales situees & droite de la ligne pointillee 
verticale, reprfesentent les serums de 4 2 temoins sains 
(donneurs de sang) . La ligne horizontale trac§e au milieu 
du graphique represente un seuil theorique delimitant les 
risultats positifs (dont le sommet de la barre est situ§ 

25 au dessus) et les resultats negatifs (dont le sommet de la 
barre est situfe au dessous) . 

La moyenne des D.O. nettes des SEP testees est 
de : 0,19. 

La moyenne des D.O. nettes des temoins est 

30 de : 0,09. 

L^cart type des temoins negatifs est de : 0,05. 
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Etant donne la faible difference entre la moyenne 
et l^cart-type des temoins, le seuil de positivite 
theorique peut etre calcul§ selon la formule : 

valeur seuil = (moyenne des D.O. nettes des t€moins 
s6ron£gatif s) + (3 x ecart-type des D.O. nettes des 
temoins seronegatif s) . 



La valeur seuil est done egale a 0,09+ 

10 (3 x 0,05) = 0,26 ; soit, en pratique, 0,25. 

Les resultats negatifs representent un "bruit de 
fond" non specif ique de la presence d'anticorps 
specif iquement diriges contre un epitope du peptide. 

Selon cette analyse et comme montre a la 

15 figure 30 et dans le tableau 2 correspondant , le test IgM 
est specique de la SEP, puisqu'aucun temoin n'a une D.O. 
nette au-dessus du seuil. 7 des 36 serums SEP produisent 
un rfesultat IgM positif ; or 1" etude des donnies cliniques 
revile que ces serums positif s ont ete preleves lors d'une 

20 premiere pouss&e de SEP ou d'une poussee aigtie chez des 
malades non-traites. II est connu que les IgM dirigees 
contre des agents pathogenes sont produites lors des 
primo-infections ou lors de reactivations suivant une 
phase de latence dudit agent pathogdne. 

25 La difference de seroprevalence entre les SEP et 

la population temoin est extremement significative : 
test "chi-2", p<0,001. 

Ces resultats sont en faveur d*un role 
6tiopathogenique de MSRV-1 dans la SEP. 

30 La detection des anticorps IgM et IgG contre le 

peptide POL2B permet d*6valuer 1' evolution d'une infection 
par MSRV-1 et/ou de la reactivation virale de MSRV-1. 
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TABLEAU K° 2 
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e) Recherche d* Epitopes immunodominants dan s le 

peptide POL2B : 

Afih de r§duire le bruit de fond non-sp6cif ique 
et d'optimiser la detection des reponses des anticorps 
5 anti-MSRV-1, la synthase d'octapeptides, successivement 
decal6s d'un aminoacide, couvrant 1 • ensemble de la 
sequence determinee par P0L2B, a ete realisee selon le 
protbcole d#crit ci-dessous. 

La synthese chimiques d • octapeptides chevauchants 

10 couvrant la sequence en acides amines 61-110 representee 
dans l'identific^teur SEQ ID NO 39 a ete realisee sur 
membrane de cellulose activee selon la technique de BERG 
et al. (1989. J. Ann. Chem. Soc, ill, 8024-8026) 
commercialisee par Cambridge Research Biochemicals sous la 

15 denomination commerciale Spotscan. Cette technique permet 
la synthese simultanee d'un grand nombre de peptides et 
leur analyse. 

La synthese est realisee avec des acides amines 
esterifies dont le groupement a-amine est protege par un 

20 groupement FMOC (Nova Biochem) et les groupements lateraux 
par des groupements protecteurs tels que trityl, t-butyl 
ester ou t^butyl ether. Les acides amines esterifies sont 
solubilises dans du N-methyl pyrrolidone (NMP) a la 
concentration de 3 00 nM, et 0,9 nl sont deposes au niveau 

25 de taches de dep6t de bleu de bromophendl. Apres 
incubation de 15 minutes, un nouveau depdt d' acides amines 
est realise suivi d'une autre incubation de 15 minutes. Si 
le couplage entre deux acides amines s'est effectue 
correctement on observe une modification de coloration 

30 (passage du bleu au vert-jaune) . Apres trois lavages dans 
du DMF, une etape d ■ acetylation est effectuee par de 
1» anhydride acetique. Ensuite, les groupements amines 
terminaux des peptides en cours de synthese sont 
deproteges par de la piper idine 20 % dans le DMF. Les 

35 taches de ,dep6t sont recolorees par une solution de bleu 
de bromophenol a 1 % dans le DMF, lavees trois fois au 



2737500 




61 

methanol et sechees. L ' ensemble de ces operations 
constitue un cycle d 1 addition d'un acide amine et ce cycle 
est repet6 jusqu'S l'achevement de la synthese. Lorsque 
tous les acides amines ont ete ajoutes, le groupement 
5 NH 2 -terminal du dernier acide aminfe est d6prot£g§ par de 

la pip^ridine k 20 % dans le DMF et ac^tyle par de 
1' anhydride acetique. Les groupements protect eurs de la 
chaine latferale sont enleves par un melange de 
dichloromethane/acide tr if luoroacetique/triisobutylsilane 

10 (5ml/5ml/250/il) • L' immunoreactivite des peptides est 
ensuite testee par ELISA. 

Apres synthese en double des diff6rents 
octapeptides sur deux membranes differentes, ces dernidres 
sont rincees avec du methanol et lavees dans du TBS 

15 (Tris 0,1M pH 7,2), puis incubees une nuit a temperature 
ambiante dans un tampon de saturation. Apres plusieurs 
lavages dans du TBS-T (Tris 0,1M pH 7,2 - 0,05% Tween 20) , 
une membrane est incubee avec une dilution au 1/50 d'un 
serum de reference provenant d'un patient atteint de SEP 

20 et 1' autre membrane avec une dilution au 1/50 d'un pool de 
serums de tfemoins sains. Les membranes sont incubees 
4 heures & temperature ambiante. Apres lavages avec du 
TBS-T, un conjugu6 anti-immunoglobulines humaines marque a 
la b-galactosidase (commercialism par Cambridge Research 

25 Biomedicals) est ajoute a une dilution au 1/200 et 
li ensemble est incube deux heures a temperature ambiante. 
Apres lavages des membranes par du TBS-T 0,05% et du PBS, 
1 ■ immunoreactivite au niveau des differentes taches est 
r6v61€e par addition de 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-b-D- 

30 galactopyranoside dans du potassium. L'intensite de 
coloration des taches est estimee qualitativement avec une 
valeur relative de 0 a 5 comme represents aux figures 31 a 
33 annexSes. 

On peut ainsi determiner deux regions 
35 immunodominantes a chaque extremity du peptide POL2B 
cprrespondant respectivement aux sequences en acides 
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amines 65-75 (SEQ ID NO 41) et 92-109 (SEQ ID NO 42), 
selon figure 34, et comprises respect ivement entre les 
octapeptides Phe-Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp (FCIPVRPD) et 
Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-Leu-Phe (RPDSQFLF) , et, Thr-Val- 
5 Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg (TVLPQGFR) et Leu-Phe-Gly-Gln-Ala- 
Leu-Ala-Gln (LFGQALAQ) et une region moins reactive, ma is 
apparemment plus specif ique, puisqu'elle ne produit aucun 
bruit de fond avec le serum temoin, representee par les 
octapeptides Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu (LFAFEDPL) 

10 (SEQ ID NO 43) et Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn 

(FAFEDPLN) (SEQ ID NO 44). 

Ces regions permettent de def inir de nouveaux. 
peptides plus specif iques et plus immunoreactif s selon les 
techniques habituelles. 

15 ii est ainsi possible, grace aux decouvertes 

effectuees et aux • methodes mises au point par les 
inventeurs, de realiser un diagnostic de l'infection et/ou 
de la reactivation MSRV-1, et d'evaluer une therapie dans 
la SEP sur la base de son ef f icacite a "negativer" la 

20 detection de ces agents dans les fluides biologiques des 
patients. De plus, la detection precoce chez des personnes 
ne presentant pas encore de signes neurologiques de SEP, 
pourrait permettre d • instaurer un traitement d'autant plus 
efficace sur devolution clinique ulterieure qu'il 

25 precederait le stade lesionnel qui correspond a 
l'apparition des troubles neurologiques. Or, a ce jour, un 
diagnostic de SEP ne peut etre etabli avant 1 ' installation 
d'une symptomatologie neurologique lesionnelle et, done, 
aucun traitement n'est instaure avant 1' emergence d'une 

30 clinique evocatrice de lesions du systeme nerveux central 
deja consequentes . Le diagnostic d'une infection et/ou 
reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez l'homme est done 
determinant et la presente invention en fournit les 
moyens . 

35 II est ainsi possible, outre de realiser un 

diagnostic de l'infection et/ou de la reactivation MSRV-1, 
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d'evaluer une therapie dans la SEP sur la base de son 
efficacite a "negativer" la detection de ces agents dans 
les fluides biologiques des patients. 
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REVENDICATIONS 
1/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
dont le g6nome comprend une sequence nucleotidique choisie 
dans le groupe incluant les sequences SEQ ID NO 46, 
5 SEQ ID NO 51 , SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, 
leurs sequences complementaires , et leurs sequences 
equivalentes, notamment les sequences nucieotidiques 
pr6sentant, pour toute suite de 100 monomSres contigus, au 
mo ins 50 % et pr6f erentiel lenient au moins 70 % d'homologie 
10 avec respectivement lesdites sequences SEQ ID NO 46, 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, 
et leurs sequences complementaires. 

2/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
dont la region du genome comprenant les genes env, pol et 
15 une partie du gene gag, k 1' exclusion de la sous-region 
ayant une sequence identique ou equivalente a SEQ ID NO 1, 
code pour tout polypeptide presentant, pour toute suite 
contigue d'au moins 30 acides amines, au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie avec une sequence 
20 peptidique codee par toute sequence nucleotidique choisie 
dans le groupe incluant SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, 
SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, et leurs 
sequences complementaires. 

3/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
25 dont le g&ne pol comprend une sequence nucleotidique 
identique ou equivalente, partiellement ou totalement, a 
SEQ ID NO 57, a 1' exclusion de SEQ ID NO 1. 

4/ Fragment nucleotidique comprenant une sequence 
nuclfeotidique choisie dans le groupe incluant : 
30 (a) toutes les sequences gSnomiques, partielles et totale, 
du gene pol du virus MSRV-1, sauf la sequence totale 
du fragment nucleotidique defini par SEQ ID NO 1 ; 
(b) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du gene env de MSRV-1 ; 
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(c) toutes les sequences genomiques chevauchant le gene 
pol et le gSne env du virus MSRV-1, et chevauchant le 
g&ne pol et le gfene gag ; 

(d) toutes les sequences, part iel les et totale, d'un clone 
5 choisi dans le groupe incluant les clones FBd3 

(SEQ ID NO 46), t Pol (SEQ ID NO 51) , 

JLBcl (SEQ ID NO 52>, JLBc2 (SEQ ID NO 53), 

GM3 (SEQ ID NO 56), a l'exclusion de toute sequence 
nucleotidique identique a ou comprise dans la sequence 
10 def inie par SEQ ID NO 1 ; 

(e) les sequences complementaires auxdites sequences 
genomiques ; 

(f) les sequences equivalentes auxdites sequences (a) 
a (e) , notamment les sequences nucleotidiques 

15 prSsentant, pour toute suite de 100 monomer es 

contigus, au moins 50 % et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec lesdites sequences (a) a (e) . 

5/ Fragment selon la revendication 4, comprenant 
une sequence nucleotidique identique a une sequence 
20 genomique partielle ou totale du gene pol du virus MSRV-1, 
sauf a la sequence totale du fragment nucleotidique defini 
par SEQ ID NO 1, ou identique a toute sequence Squivalente 
& ladite sequence genomique partielle ou totale, notamment 
homologue a cette derniere. 
25 6/ Fragment nucleotidique selon la 

revendication 5, comprenant une sequence nucleotidique 
codante, partiellement ou totalement identique a une 
sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
-la sequence nucleotidique def inie par SEQ ID NO 40 ; 
30 -les sequences complementaires a SEQ ID NO 40 ; 

-les sequences equivalentes et notamment homologues a 
SEQ ID NO 4 0 ; 

-les sequences codant pour tout ou partie de la sequence 
peptidique definie par SEQ ID NO 39 ; 
35 -ies sequences codant pour tout ou partie d'une sequence 
peptidique equivalente, notamment m homologue a 
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SEQ ID NO 39, susceptible d'etre reconnue par des sera de 
patients infectfis par le virus MSRV-1, ou chez lesquels 
le virus MSRV-1 a ete reactive. 

7/ Fragment selon la revendication 4, comprenant 
5 une sfiquence nuclfiotidique identique a une sfiquence 
gfinomique partielle ou totale du gene env du virus MSRV-1, 
ou identique & toute sequence complementaire de ladite 
sfiquence nuclfiotidique, ou identique £ toute sfiquence 
fiquivalente i ladite sequence nucleotidique, notamment 
10 homologue & cette derniere. 

8/ Fragment selon la revendicatipn 4, comprenant 
une sfiquence nucleotidique identique a une sequence 
partielle ou totale d'un clone choisi dans le groupe 
incluant les clones FBd3 (SEQ ID NO 46) , 

15 t pol (SEQ ID NO 51) JLBcl (SEQ ID NO 52), 

JLBc2 (SEQ ID NO 53) GM3 (SEQ ID NO 56), a l'exclusion de 
toute sequence nucleotidique identique a ou comprise dans 
la sequence dfifinie par SEQ ID NO 1. 

9/ Sonde nucleique de detection d'un agent 
20 pathogene et/ou infectant associe a la sclerose en 
plaques, caracterisee en ce qu'elle est susceptible de 
s*hybrider specif iquement sur tout fragment selon l'une 
quelconque des revendications 4 a 8, appartenant ou 
compris dans le gfinome dudit agent pathogene. 
25 10/ Amorce pour 1 1 amplification par 

polymerisation d'un ARN ou d»un ADN d'un materiel viral, 
caractfirisee en ce qu'elle comprend une sfiquence 
nuclfiotidique identique ou equivalente a au moins une 
partie de la sfiquence nucleotidique d f un fragment selon 
30 l'une quelconque des revendications 4 a 8, notamment une 
sfiquence nuclfiotidique presentant pour toute suite de 
10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie avec au 
moins ladite partie dudit fragment. 

11/ Amorce selon la revendication 10, 
35 caractfirisfie en ce que sa sfiquence nuclfiotidique est 
identique & l'une quelconque des sequences choisies dans 
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le groupe incluant SEQ ID NO 47 a SEQ ID NO 50, 

SEQ ID NO 55. 

12/ ARN ou ADN, et notarament vecteur de 
replication, comprenant un fragment genomique du matferiel 
5 viral selon l'une quelconque des revendications 1 & 3, ou 
un fragment selon l'une quelconque des 

revendications 4 a 8. 

13/ Peptide code par tout cadre de lecture ouvert 
appartenant & un fragment nucleotidique selon l'une 

10 quelconque des revendications 4 a 8 # notamment 
polypeptide, par exemple oligopeptide formant ou 
comprenant un determinant antigenique reconnu par des sera 
de patients infectes par le virus MSRV-1, et/ou chez 
lesquels le virus MSRV-1 a ete reactive, 

15 14/ Polypeptide antigenique selon la 

revendication 13, caracterise en ce que le cadre de 
lecture ouvert le codant commence, dans le sens S'-S 1 , au 
nuclfeotide 181, et finit au nucleotide 3 30 de SEQ ID NO 1. 

15/ Polypeptide, notamment oligopeptide 

20 antigenique reconnu des sera de patients infectes par le 
virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus MSRV-1 a ete 
r6activ6, caracterise en ce que sa sequence peptidique est 
identique, partiellement ou totalement, ou equivalente a 
la sequence definie par SEQ ID NO 39. 

25 16/ Oligopeptide antigenique selon la 

revendication 15, caracterise en ce que sa sequence 
peptidique est identique a une sequence choisie dans le 
groupe incluant les sequences SEQ ID NO 41 S SEQ ID NO 44. 

17/ Anticorps mono- ou polyclonal dirige contre 

30 le virus MSRV-1, caracterise en ce qu'il est obtenu par 
reaction immunologique d'un organisme humain ou animal, a 
un agent immunogene const itue par un polypeptide 
antigenique selon l'une quelconque des 

revendications 13 a 16. 

35 is/ React if de detection du virus MSRV-1, ou 

d f une exposition audit, virus, caracterise en ce qu^l 
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comprend, a titre de substance reactive, un peptide, 
notamment antigenique, selon l'une quelconque des 
revendications 13 £ 16, ou un anti-ligand, notamment 
anticorps dudit peptide. 
5 19/ Composition diagnostique, prophylactique, ou 

thSrapeutique, comprenant un peptide, notamment 
antigfenique, selon l'une quelconque des 

revendications 13 & 16, ou un anti-ligand, notamment 
anticorps dudit peptide, selon la revendication 16. 

10 20/ Composition immunotherapeutique active, 

notamment composition vaccinale, selon la 

revendication 19. 

21/ Composition diagnostique, prophylactique, ou 
th6rapeutique, notamment pour inhiber 1' expression d'au 

15 moins un agent pathogene et/ou infectant associe £ la 
sclerose en plaques, comprenant un fragment nucleotidique 
selon l'une quelconque des revendications 4 a 8, ou un 
polynucleotide, notamment oligonucleotide, dont la 
sequence est partiellement identique a celle dudit 

20 fragment, sauf a celle du fragment ay ant la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 1. 

22/ ProcedS pour detecter un agent pathologique 
et/ou infectant associe a la sclerose en plaques, dans un 
6chantillon biologique, caracterise en ce que l'on met en 

25 contact un ARN et/ou un ADN presume appartenir ou 
provenant dudit agent pathologique et/ou infectant, ou 
leur ARN et/ou ADN complementaire, avec une composition 
comprenant un fragment nucleotidique selon l'une 
quelconque des revendications 4 a 8, ou un polynucleotide 

30 notamment oligonucleotide dont la sequence est 
partiellement identique a celle dudit fragment, sauf a 
celle du fragment ayant la sequence nucleotidique 
SEQ ID NO 1. 

23/ Procede pour detecter la presence ou 
35 ^exposition S un agent pathologique et/ou infectant 
associe Sl la sclerose en plaques, dans un echantillon 




2737500 



71 

biologique, caracterise en ce que l'on met en contact 
ledit £chantillon avec un peptide, notamment antigenique, 
selon l'une quelconque des revendications 13 a 16, ou un 
anti-ligand, notamment anticorps, dudit peptide, selon la 
5 revendication 18. 

24/ Dispositif de detection du virus MSRV-1, 
comprenant un react if selon la revendication 18, supporte 
par un support solide, immunologiquement compatible avec 
ledit reactif, caracterise en ce qu'il comprend un moyen 

10 de mise en contact d'un Echantillon biologique, tel qu'un 
Echantillon de sang ou de liquide cephalo-rachidien, 
susceptible de contenir des anticorps anti-MSRV-1, avec 
ledit rEactif , dans des conditions permettant une 
§ventuelle reaction immunologique , et des moyens de 

15 detection du complexe immun forme avec ledit reactif. 

25/ Procede de detection d 1 anticorps anti-MSRV-1, 
dans un echantillon biologique, tel qu r un echantillon de 
sang ou de liquide cephalo-rachidien, caracterise en ce 
qu'on met en contact ledit echantillon et un reactif selon 

20 la revendication 18, consistant en un anticorps, dans des 
conditions permettant une eventuelle reaction 
immunologique, et on detecte ensuite la presence d f un 
complexe immun forme avec ledit reactif. 
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FIG. 1 

G'lTmJG^AT AMXCICATC TCTTIGGTCA GGTOCTCGOC CAfiGATCTOG 
OaCfiCTICIC AGGTOCAGSN ACICIUIYOC TICAG 85 

$£<? ID N03 (POL MSRV-1B) 

<3ITCW33GAT AGOOOOCNC TBJETTQQOCA. GOCACOGCT CAA32>CTTGA. 
GOCPGTieiC ATPOCTGGSC AriClYUlLC uiu«*r 86 

72? A/0* (POL MSRV-IB) 

MOOCCCKIC TanTOOOCW BGYMTSOOC CMGSCITCA SO 
GXCAATICIC AraCaaGBC *CELT1U1U_ TTMG 8S 

S£tf ID ^5< POL msrv-ib) 

<3nCW33t3KT MCIO0CKEC GQCZtfETftMC OGSGRCTERA. S3 

cjmj m-i ui y Mrasrosac jcioL-iCfia: titog 85 

5£<? U> NO 6 (POL MSRV-IB) 



Consensus 
Consensus 
Gonsensus 



fanwriuo c AGoasrrraR BGmacy craciMrnG gx&sgoxt 

RICYCRAKAy YTRPGYCAVT TCIYAKKfSY R3SNAYICTB KXCCTIYBGT 
ACATGGATGA C 

ID MO 7 (POL MSRV-IB) 
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8S 



86 



FIG. 2 

CONSENSUS A seq id no 3 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTGGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTCrc 

V . G - P S S L W S G T G r H F S 

F R 0 S P H L F G Q V L A 0 L G H F S 

L G I A L IS L V R Y W P K I A T S Q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 
R S R H S V P S 
G P G T L F L Q 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B - seq id no t 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
vor P PSIWP GTSSI LEPV L 
F R 0 *S P HLFGQ A L A Q Y L S Q F S 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 

ATACCT GGACACTCT TGTCCTTCGGT 
IPGHS CPS 
Y L 0 T L V L R 
T W T L L S F G 

CONSENSUS C seq id no 5 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
xt rk r P PSIWP GISPR L fc^xu 
VrVs'p Vt F C « A t A Q 0 L S Q F S 
SGIAP IYLA R H.PKT .VN>« 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 
IPGHS CPS 
YLOTLVLQ 
T W T L L S F 

CONSENSUS D seq id no 6 

CTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA C^AGCCAGTTCTC 

• V F Q R G O S L S \\ \ C L ,A L T R 0 L .S Q F S 
SGIAP IYLAW H. PET ASSH 

ATACGTGGACACTCT TGTCCTTTGG 
IRGHSCP L 
YVO'TLVLW 
T W T L L S "F 



# • 



2737500 



Consensus 



FlG3 



96 



Consensus 

SEQ ID MO 11 
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50 
100 
150 
200 
250 
300 
350 
400 



CAAGQCACCC AAGAACICIT AAATTIOCTU ACTWXTCTC GCT&CAAGGT 
TICCAAACCA AAGQTCAGC TCTOCTCACA QGAGATEftGA T3CTIW33GT 
T^AAATDVIC CAAAGGCftCC *GGGQ0CICA GIGAGGAACG TATOCAQOCT 
ATACIGOffTT ATOCICATCC CAAAAOCCTA AAGCAACIAA GAGQGTnOCT 
T^GCATCATC AG3ITICIGC OGAAAACAAG ATIDOCAGGT ACAWXAAAA 
TMCCAGAOC ATCATMACA CEAATTAAGG AAACICAGAA AGQCAATAOC 

TATnacrmA gatggacaoc -iaaacagaag gctticcagg coctoaagaa 

GGQOCEAfiOC CAAGCOCX^G "IGTICAGCTT GOCAACAQQG CAAGATTTIT 
CTTIATATOG CACAGAAAAA ACAGGAATQG CIClMGfiGT (XTDOCAG 450 
GXCQGAQC3GA TCAGCTIOCA X3XXJIGOCA "EACCTGAATA AQGAAATD3A 
"HjC^jIGQCA AAGQGTIQQC CICATN3TIT ATOQGTIAATG G*33CAGEAG 
CMJICTNAGT A1CIGAM3CA GTTAAAATAA TACAQQGAAG AGATCmCT 
GTCTOGBCAT CTCATCATCT GAAOGQCATA CTCACICCIA AAGGAGACTT 
GTOGTTOICA GACAAOCATT TRCTTAANIA. TCAGGCICIA TEACTIGAAG 
AQQCfiGTQCT QJGACIOOQC ^CTIGflGCAA CICTIAAAQC C 

S£<2 /£> A/42 (PSJ 17) 



500 
550 
600 
650 
700 
741 



TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCGCAAGACTTGAGTC 

AATTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTACATGGATGATTTACTTT 

TAGTCGCCCGTTCAGAAACCTTGTGCCATCAAGCCACCCAAGAACTCTTAA 

CTTTCCTCACTACCTGTGGCTACAAGGTTTCCAAACCAAAGGCTCGGCTCT 

GCTCACAGGAGATTAGATACTNAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGG 

GCCCTCAGTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCCTCATCCCAAA" 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGTTTCTGCCGAAA . 

ACAGATTCCCAGGTACASCCCAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTA 

NGG AAACT CAG AAAGCCAATACCTATTTAGTAAGATGGACACCTACAGAA 

GTGGCTTTCCAGGCX^CTAAAGAAGGCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTCAGC 

TTGCCAACAGGGCAAG A I I I I 1C1 1 I ATATGCCACAGAAAAAACAGGAAT 
AGCTCTAGGAGTCCTTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCTTGCAACCCGTGGT 

AT ACCT GAGTAAGG AAATTG ATGT AGTGGCAAAGGGTT 



S£Q ID NO 8 (moo3-poo<0 
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20 



O0C HT OCC ACT ACA TCA ATT TTA 



30 



3/26 



40 



SO 



€0 



70 



OCA CTA AOS AAA OCC AAC OCA CAC 



TOS AOS TTA CTC CAA CAA CTC AOS 



F F A T T S I 

r * * — * — * — * — 



TOMfSXAXIGN OF tfSRV-1 POL * (Aj * -* *- 



R> 



00 



90 



100 



UO 



A ^1 



120 U0 1«0 

AAC OCT TAT ACA GTG CTT TCC CAA ATA < 



150 1*0 170 

i GAA OCA CAC TCC TTT ACA CTC CTC GAC CTT 



fat 190 200 210 

AACIgAT OCC TTT TTC TQC ATC OCT CTA OCT OCT CAC TCT 

. . <■ ■ ■ ■ ■ ni » m M M. Jft A * 



220 



230 



240 



250 



260 270 
k AOS TCT CAA CTC AOC TOS ACT 



280 

TA OC 
I* P 



TTA OCC CAA COS f 



-A A A A^— A * « * ^ - — - 

300 310 320 330k- & 340 350 340 

; i «< M «oxcATC ? m«a. ?T a f ^ 



3O0 



410 



420 



430 
AOC CAA 



err ore err cactiac , tv »»«ktx«chqat 

«• ▼ ». PIT " p JW^ B J^«r .JU k*? f * r - - - ■ " * 

M m m * * * ^ wwu" ■■ 

AM 490 500 



450 



470 



550 540 570 



510 



S30 



I A Y X C L K I. * * 

* * r * ■ M * 



540 

! AOC AOS O0C CTC ACT CAC CAA, COT ^Sf* OCX » 
-1 VOL * fM m m. a A A A— A * 



590 



400 



410 



TAT OCT CAT OCC 

r w m 

..r * * * * 



JOC AAA AOC CTA AAC CAA. CTA ACA COS TTC CTT ©OC ATJ 



430. 430 
CTT COC ATA ACA OCT TTC TCC < 



AM3 CAA ACT CAC AAA OCC AAT AOC TAT 
X«TQKAWTY> 

ft r '* M * — * 




« * » * a . c ».*JL^«/i-S-i«5 til ^ — * » 



aag ott CTA acc caa acc oca ctc ttc 

Al.TQA*Vr> 



ATA OCT CTA OCA CTC CTT AOS 
C V !• T> 



890 



910 



920 930 
CAT CTA CTC OCA AAC OCT TOS 



° v 5 G _p_jJ!jrRAisiAriaw or msrv-i pol • w a — • — * — « — * — * — * — * 

1000 



Q V 5 C 
* * A A 



940 



950 



940 



970 



980 



990 

* • 
CTT AAA ATA ATA CAC CCA ACA 
Q G R> 



P » ' TAaWXtIOH OF KSKV-1 POL - IA1 A_A_A_^A_^ 



_A A A 

1010 1020 



D L X V 
» ■ A A 




1040 



1050 



GIG TOS ACA TCT CAT GAT CTC AAC OOC ATA CTC ACT OCT AAJ 
D V H C ILT A* 

~ IA1 A 



1040 1070 1040 

• * * 

AA OCA GAC TTC TOS TTC TCA CAC 



1090 

AAC CAT TTA CTT AAN TAT CAC 



TFAM5LATXOM OF KSBV-1 POL 
1110 1120 



OCT CTA TTA CTT CAA GAC CCA CTC CTC HCA 



1130 1140 1150 

CTC OCC ACT TCT OCA ACT CTT 



T C A T L> 

a a & a * 



AAA OCC 
K P> 



FiG.9 



SCO IB NO 1 (msrv-i poi*) 
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FIG. 11 

4 S 6 7 8 3 M «« «t » <« '* '« " 




27375C0 



FlG.12 




200 



400 
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MSRV-1 pol * 
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FlG.13 

SEQ ID NO 46 (FBd3) 

GTGCTGATTGGTGTATTTACAATCCTTTATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG 

CAATATGGAAAGAAAGGGAGTTCCTAACCTCTGGGGGAACCCCCATTAAA 

TACCACAAGTAAATCATGGAGTTATTGCACACAGTGCAAAAACTCAAGGA 

GGTGGAAGTCTTACACTGCCAAAGCCATCAGAAAAGGGAAGAGGGGAGAA 

GAGCAGCATAAGTGGCTACAGAGGCAAGGAAAGACTAGCAGAAAGGAAA 

GAGAGAAAGAGACAGAAAGTCAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGACAGAGCA 

CAAAGAGGGAGTCAGAGAGAGAGAGAGACAGAGAGTCAGAGAGAAGGAA 

AGAGAGAGAGGAAGAGACAAAGAATGAATCAAACAGAGAGACAGAAAGT 

CAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGACAGAGAAAAAGAGGGAGTCAGAA 

AAAGAGAGACCAAAGAAGAAGTCCAAAGAGAAAGAAAGAGAGATGGAAG 

TAGTAAAGGAAAAACAGTGTACCCTATTCCTTTAAAAGCCGGGGTAAATTT 

AAAACCTATAATTGATAACTGAAGGTCTTCTCTGTAACCCTGTAACACTCC 

AATACCACCTTGTTGTCAAGTGTAAACAAGGGCGTAGCCCAAAAGCACTG 

AGGCCACTAACAACCCATAGCCTTCCTATCAAAATTCCTTAACCCAGCAGG 

TTTCCTAACAGGGGATCTAAATCTTAATTAATTACCATACAATGGTCCAAC 

CAGACTTAGGAGGAATTCCCTTCAGGACGGGAAGATAGATGCTTCCTCCCA 

GGCGATTAAGGGAGAAAGACACAATGGGTATTCAGTAAGTGCCAAGGGGA 

ACACTTGTAGAAGCAAAGTTAGGAAAATTGCCAAATAATTGGTTrGCTCAA 

GAGTTGTTTGCACTCAGCCAAACCTTGAAGTACTTGCAGAA TCAG AAAGGA 

GCCATCTATACCAATTCTAAGTTAATATGGACTGAAGGAGGTTTTATTAAT 

ACCAAAGAGAAATTAAAATCCCAAACTTATAAGGTTTTCAACCAAAGTAA 

AGTTTGCTAAAAGTTAACAGCGTAACATGTATTATCCTACTACCACACACT 

CTCAAAGGATTTCTCAGACAGTTTGCAAGAAATAATGATATCTATCCTTAC 

TCTACAATCCCAAATAGACTCnTGGCAGCAGTGACTCTCCAAAACCGTCA 

AGGCCTAGACCTCCTCACTGCTGAGAAAGGAGGACTCTGCACCTTCTTAAG 

GGAAGAGTGTTGTCnTACACTAACCAGTCAGGGATAGTATGAGATGCTGC 

CCGGCATTTACAGAAAAAGGCTTCTGAAATCAGACAACGCCTTTCAAATTC 

CTATACCAACCTCTGGAGTTGGGCAACATGGTTTCTTCC CTTTCT ATGTCCC 

ATGGCTGCCATCTTGCTATTACTCGCCTTTGGGCCCTGTA 1 1 in AACCTCC 

TTGTCAAATTTGTTTCTTCTAGGATCGAGGCCATCAAGCTACAGATGGTCTT 

ACAAATGGAACCCCAAATGAGCTCAACTATCAACTTCTACTGAGGACCCCT 

AGACCAACCCCCTGGCCCTITCACTGGCCTAAAGAGTTCCCGTCTGGAGGA 

CACTACCACTGCAGGGCCCCATCTTTGCCCCTATCCAGAAGGAAGTAGCTA 

GAGCAGTCATTGCCCAATTCCCAAGAGCAGCTGGGGTGTCCCGTTTAGAGT 

GGGGATTGAGAGGTGAAGCCAGCTGGACTTCTGGGTCGGGTGGGGACTTG 

GAGAACTnTGTGTCTAGCTAAAGGATTGTAAATGCAACAATCAGTGCTCT 

GTGTCTAGCTAAAGGATTGTAAATACACCAATCAGCAC 




6AH3SH 
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FIG. 15 

SEQ ID NO 5 1 (tpol) 



GGCTGCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAGACAATCGCGTACTTAGGTACCA 

GGCCTTATTACTIX3AGGGACrGGTG<nTCAGATGCGCACTTGTGCAGCTCT 

TAACCCAAACirATGCTGCCCAGAAGGATCTTTTAGAGGTCCCCTTAGCCA 

ACCCTGACCTCAACCTATATATATACTGATGGAAGTTCGTTTGTAGAAAAG 

GGATTACAAAGGGNAGGATATNCCATAGGTTAGTGATAAAGCAGTACTTG 

AAAGTAAGCCTCTTCCCCGCAGGGACCAGCGCCCCCGTTAGCAGAACTAGT 

GGCACTGACCCCGAGCCTTAGAACTTGGAAAGGGAGGAGGATAAATGTGT 

ATACAGATAGCAAGTATGCTTATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG 
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SEQ ID NO 52 (JLBcl) 
TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGTCAGGCACTGGCCCAAGATCTAGGGA 

CATGCCACTTTTAAGAGCCATTTCTCAAGTCCAGGTACTCTGGTCCTTCGGT 

ATGTGGATGATTTACTTTTGGCTACCAGTTCAGTAGCCTCATGCCAGCAGG 

CTACTCTAGATCTCXTGAACnTCTAGCTAATCAAGGGTACAAGGCATCTA 

GGTTGAAGGCCCAGCTTTGCCTACAGCAGGTCAAATATCTAGGCCTAATCT 

TAGCCAGAGGGACCAGGGCACTCAGCAAGGAACAAATACAGCCTATACTG 

GCTTATC^TCACCCTAAGACATTAAAACAGTTGCGGGGGTTCCTTGGAATC 

ACTGGCTTTTTGGTGACTATGGATTCCCAGATACAGCAAGATTGGCAGGCC 

CCTCTATACTGTAATCAAGGAGACTCACGAGGGCAAGTACTCATCTAGTAG 

AATGGGAACTAGGGACAGAAACAGCCTTCAAAACCTTAAAGCAGGCCCTA 

GTACAATCrCCAGCTTTAAGCCTTCCCACAGGACAAAACTTCTCTTTATAC 

ATCACAGAGAGGGCAGAGATAGCTCTTGGTGTCCTTATTGAGACTCATGGG 

ACTACCCCACAACCAGTGGCACACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGC 

AAAAGGCTGGCCTCACTGTTTATGGGTAGCTGTGGTGGTGGCTGTCTTAGT 

GTCAGAAGCTATCAAAATAATACAAGGAAAGGATCTCACTGTCTGGACTA 

CTCATGATGTAATGGCATACTAGGTGCCAAAAGAAGTTTATGGGTATCAGA 

CAACCACCTGCTTAGATACCAGGGACTACTCCTGGAGGATTGGGCTTCAAG 

TGCGTTTTITGTGGCCTCAACCCTGCCACTTTTCCTCCAGAGGATGGAGAG 

CCGCTTGAGCATGCTTGCCAACAGGTTGTAGGCCAGAATTATTCCACCCGA 

GATGATCrCTTAGAGTACCCTTAGCTAATCCTGACCTrAACCTATATACCA 

ATGGAAGTTCATTTGTGGAAAACGGGATATGAAGGGCAGGTTATGTCATAG 

TTAGTGATGTAATCATACTTGCAAGTAAGCCTCTTACCCCAGGGGCCAGCA 

CTCAGTTAGCAGAACTAGTCACACITACCTTAACCITAGAACTGGGAAAGG 

GAAAAAGAATAAATATGTATACAGATAGTAAGTATGCTTATCTAATCCTAC 

ATGCCCATGCTGCAATATGGAAGGAAAGGGAGTTCCTAACCCCTGGGGGA 

ACCCCCATTAAATACCACAAGGYAAATCATGGAGTTATTGCACGCAGTGC 

AAAAACTCAAGGAGGTGGCAGTCTTACACTGCCGAAGCYATCAAAAAGGG 

GAAGGAGAGGGGAGAACAGCAGCATAAGTGGTTGGCAGAGGCAGTGAAA 

GACCAGCAGAGAGAAGGAGAGAGACAACGTCAACGACAGAAGGAAAGAA 

GAGGAGGAGACAGAGAGGAAGAGACAGAGAGACAGTTAGTCCAAGAGAG 

AGACAGAGAGAGGAAGAGACAGACAGAAAGTCCAAGAGAGAAGGAAAGA 

GAGGAAGAGACCAAGGAGTCCNAGAGAGAGAAAGAGATAGAAGTAGTAA 

AGAAAAAACATTGTACCCTATTCCTTTAAAAGCCGGGGTATATTTAAAACC 

TATA^nrc^^ATTGAGTTCITGCACCCTCCTCCAGGGGATYGCTGGGAGG 

AAACCCTCAACCGATATGTGAAAATTGTGGGTCGTCCCTATGTCTCAATTA 

CCAGCCAATACCCCCTTGTTTTTAGrGTGAACGAGGGTGTAGAGCGCAGAC 

AGTOAOACCTtnXSACAATCCATACCCnTOTATCC^ 
CAGGTTTTCTAAAAGGGGATCTAAATCTTAATTAATTACCATACAAAGGTC 

AAACCAGATCTAGGAGGAACTTCCTTCAGGACAGGATGATAGATGGTTCCT 

CCCAGGCGATTAAAGAAAATAAAAAGACACATGGGCAGCCAGTAAGTGAT 

AAGGGAACACTAGTAGAAGCAGTTAGGAGAAGTTGCCTAATAATTGjGTCT 

ACTCCAAATGTGTGAGTTGTTCGCACrCAGCCCAAATCTrAAAGTACTTAC 

AGAATTAGGGAGGAGCCATTTACACCAATTCTAAGTTAATATGGACTGGAT 

GAGGTTTTATTAATAGCGAAGGAGAATTAAATCCTAAACTNACAAGGl 1 1 1 

CAA^^AAATI^ACTAAAAGCTAACAGTG^A^^ 

CTACAACACACTCTCANAGGATTCCTCAGACAGTTTACAAGAAATAACAA 

AATCTATCTGGTAAGGATAGTAACTACAATCCCAAATACATTCTTTGGCAG 

CAGTGACTCTC 
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SEQ ID NO 53 (JLBc2) 
TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGATCAGGCACTAGCCCAAGATCTAGGCC 
ACITCTGAAGTCCAGGCATTCTAGTCCITCAGTATGTGGATGATTTACTTTT 
GGCrACCAGTTTGGAAGCCTCATGCCAGCAGGCTACTTGAGATCTCTTGAA 
CTTTCTAGCTAATCAAGGGTGTATGGCATCTAAATTGAAAGTCCAGCTCTG 
CCTACAACAAGTCAAATATCTAGGCCTAATCTTAGATAGAAGAACCAGGG 
CCCTCAGCAAGGAATGAATAAAGCCTATGCTGGCTTA TCGGC ACCCTAAGA 
CATTAAAACAATTGTGGGGGTTCCTTGGAATCACTGGCTTTTGCCGACTAT 
GGATCCCTGGATAGAGTGAGATAGCCAGGCCCCCTCTATTACTCTTATCAA 
GGAGACCCAGAGGGCAAATACTTATCTAGTATTATGGGNACCAGAGGCAG 
AAAAAGCCITCCAAACCTTAAAGGAGACCCTAGTACAAGCTCCAGCTTTAA 
GCCTTGCCACAGGACAAANCTTCTCTTTATATGTCACAGAGAGAGCAGGAA 
TAGCTCCTGGAGTCCTTACTCAGACTTTTGGACGACCCCACGGCCAGTGGC 
RTACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGCAAAAGGCTGGCCTCACTGTTT 
ATGGGTAGTTGCGGCTGTGGCAGTCTTACTGTCAAAGGCTATCAAAATAAT 
ACAAGGAAAGGATTTCACTATCTGGACTACTCATGAGGAAAATGGCATATT 
AGGTGCCAAAGGAAGTTTTTGGCTATCAGACAACCACCTGCTCAGATTCCA 
GGCACrACTGATTGAGAGACCAGTGCTTTAAATATGTATGTGTGTGTGTGG 
CCCTCAACCCTGCCACTGTTCTCCCAGAAGATGGAGAACCAATGAAGCATT 
ACTGTCAACAAATTAGAGTCCAGAGTTATGCTGCCTGAGAGGATCTCTTAG 
AAGTCCCCTTAGCTAATCCTGACCTTAACCTATATGCTGATGGAAGTTCAC 
TTGTGGAGAATGGGATACGAAAAGCACATTATGCCATAGTTAGTGAGGTA 
ACAGTACTTGAAAGTAAGCCTATTCCCCCATGGACCAGAGCCCAGTTAGCA 
GAACTAGTGGCACTTACCCAAGCCTTAGAACTAGGAAAGGGAAAAATAAT 
AAATGTGTATACAGATAGCAAGTATGCTTATCTAATCCTACATGCCCATGC 
TGCAGTATGGAAAGAAAGGGAGTTCCTAACCTCTGGGGGAACCCCCATTA 
AATACCACAAGGCAAATCATGGAGTTATTGCATGTAGTGCAAAACCTCAA 
GTAGGTGGCAGTTTTACACTGCCTGAAGCTATGGGGAAGGAGAGAGGAGA 
ACAGCAGCATAAGTGGCTAGCAGAGGCAGCGAAAGACTAGCAGAGAGGA 
GAGGTAGGGGAAAGACAGAAAGTCAAAGAAAAGAAGTCAAAGACAGACA 
GAGAAAGAGACAGAGGGAGCCAGAGAGAAAGAAAAGAGAGAACGAAAGA 
GACAGAATGTCAAAGAACAGAAGAGAGAGGCAGCGCCAGAAGAGTTAAG 
AAAG^AGAAAGAGAGATGGAAATAGTAAAGAAAAAACAGTGTACCCTAT 
TCCTTTAAAAGCCAGGGTAAATTTAAAACGTATAATTTTATAATTGGAAGG 
TCTTCTCCATAACCCTATAACATTAAAATACCACCTTGTTGTCAGTGTAAAC 
AAGAGCATAGCCCAAAAGCACTGAGGCCACTGACAACCCATAGCCTTCCT 
ATCAAAAATCCrTAACTCTGCAGGTTTCCTAACAGGGGATCTAAATCTCAA 
CTAATCACCATACAATGGTCCGACCAGACCTAGGAGCGACTCCCCTCAGG 
ACAGAAGGATGGATGGTTCCTCCCAGGCCATTAAGGGAAAGAGACACAAT 
GGGTATTCAGTAAGTGATAAGGGAACTCTTGTAGAAGCAGTTAGGAAGATT 
GCCTAATATTTGGTCTGCTCAAATGTGCCAGCTGTTTGCACTCAGCTAAAC 
CTTAAATTACTTACAGAATTAGGAAGGAGCCATCTATACCAATTCTGAGTT 
AATATGAGCTGAACAAGTTCTTA1TAATAGCAAAGAATCATTGAAATCTCA 
AACTTGCAAAGTTTTCAACAAAAGTAAAGTTTGCTGAAAGTTAGCAGTGTA 
ACATGTATTATCCTAACTTCTaATCTTGTGGAAATCAGACCCTATCAGTGC 
CCCTCAAAGCTGAAGTCCATCAGCATATGGCCATACAACTAATACCCCTAT 
TTATAGGGTTAGGAATGGCCACTGCTACAGGAATGGGAGTAACAGGTTTAT 
CTACTTCATTATCCTATTACCACACACTCTTAAAGGATTTCTCAGACAGTTT 
ACAAGAAATAACAAAATCTATCCrTACrCTNTARTCCCAAATAGRTrCTTT 

GGCAGCAGTGACTCTC 
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# • 

FiG21 





6AB3SH 




1 TTCCTGAGTT CTTGCACTAA CCTCAAATGA G AG AAGTGC C GCCATAACTG CAACCCAAGA 
61 GTTTGGCGAT CCCTGGTATC TCAGTCAGGT CAATGACAGG ATGACAACAG AGGAAAGATA 
121 ATGATTCCCC ACAGGCCAGC AGGCAGTTCC CAGTGTAGAC CCTCATTAGG ACACAGAATC 
181 AGAACATGGA GATTGGTGCC GCAGACATTT GCTAACTTGC GTGCTAGAAG GACTAAGGAA 
241 AACTAGGAAG ATATGAATTA TTCAATGATG TCCACTATAA CACAGGGGAA AGGAAGAAAA 
301 TCCTACTGCC TTTCTGGAGA GACTAAGGGA GGCATTGAGG AAGCATACCA GGCAAGTGGA 
361 CATTGGAGGC TCTGGAAAAG GGAAAAGTTG GGAAAAGTAT ATGTCTAATA GGGCTTGCTT 
421 CCAGTGTGGT CTACAAGGAC ACTTTAAAAA AGATTGTCCA ATAGAAATAA GCCACCACCT 
481 CGTCCATGCC CCTTATGTCA AGGGAATCAC TGGAAGGCCC ACTGCCCCAG GGGATGAAGG 
541 TCCTCTGAGT CAGAAGCCAC TAACCAGATG ATCCAGCAGC AGGACTGAGG GTGCCCGGGG 
601 CAAGCGCCAG CCCATGCCAT CACCCTCACA GAGCCCCAGG TATGCTTGAC CATTGAGGGT 
661 CAGAAGGGTA CTGTCTCCTG GACACTGGCG GGCCTTCTCA GTCTTACTTT CCTGTCCTGG 
721 ACAACTGTCC TCCAGATCTG TCACTGTCCG AGGGGTCCTA GGACAGCCAG TCACTAGATA 
781 CTTCTCCCAG CCACTAAGTT GTGACTGGGG AACTTTACTC TTCCACATGC TTTTCTAATT 
841 ATGCCTGAAA GCCCCACTCT CTTGTTAGGG GAGAGACATT CTAGCAAAAG CAGGGGCCAT 
901 TATACATGTG AATATAGGAG AAGGAACAAC TGTTTGTTGT CCCCTGCTTG AGGAAGGAAT 
961 TAATCCTGAA GTCCGGGCAA CAGAAGGACA ATATGGACAA GCAAAGAATG CCCGTCCTGT 
1021 TCAAGTTAAA CTAAAGGATT CCACCTCCTT TCCCTACCAA AGGCAGTACC CCCTCAGACC 
1081 CGAGACCCAA CAAGAACTCC AAAAGATTGT AAAGGACCTA AAAGCCCAAG GCCTAGTAAA 
1141 ACCAAGCAAT AGCCCTTGCA AGACTCCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGAC 



SEQ ID NO 56 (GM3) 
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FlG. 27a seq id no 57 (POL) 
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FIG. 28 



GATGCCITTTTCTGCATCCCTGTACGTCCTGACrCTCAATTCTTGTTTGCCTTTGAAG 

ATCCTTTGAACCCAACGTCTCAACTCACCTGGACTGTTTTACCCCAAGGGTTCAGGGA 

TAGCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGATGCCTTTTGCATCCCTGTACGTG 

ACTCTCAATTCTTGTTTGCCTTTGCCTTTGAAGATGCTTTGAACCCAACGTCTCAACT 

CACCTGGACTGTTTTACGCCAAGGGTTCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGC 

CAGGCATTAGCCCAA SEQ ID NO 4 0 



Asp-Ala-Phe-Phe-Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe- 
Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn-Pro-Thr-Ser-Gln-Leu- 
Thr-Trp-Thr-Val-Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg-Asp-Ser-Pro-His- 
Leu-Phe-Gly-Gln-Ala-Leu-Ala-Gln 
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dNidaadv 
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idpsadUA 

dOSOddAd 

osaddAdi 

SadHAdlO 
OddAdlOd 
dUAdlOdd 
UAdlOddV 

Adioddva 
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OVlVOOdl 

\nvoodiH 

-lVOOdlHd 
VOOdlHdS 

oodiHdsa 
odiHdsaa 
diHdsadd 

IHdSaHdO 

Hdsaadoo 
dsaydood 
saadoodn 
aadoodiA 
ydoodiAi 

dQOdlAlM 
OOdlAlMl 
OdlAIMil 
dlAlAAJHO 

nAL/wrtos 
MMTiosi 

MrtosidN 

llOSldNl 

nosidNid 
osidNida 
sidNidad 
ldNidaad 

dNldQ3dV 
Nld03dVd 

idcedvdn 
daddvdid 
addvdido 

ddVdldOS 

dvdidosa 

vdidosad 

didosada 

ndOsadHA 

dOsaddAd 

osaddAdi 

saddAdio 

addAdiod 

dUAdlOdd 
UAdlOddV 

Adioddva 
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CYS-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-Leu SEQ ID NO 41 



Val-Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg-Asp-Ser-Pro-His-Leu-Phe-Gly- 
Gln-Ala-Leu-Ala _ SEQ ID NO 42 



Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu 
Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn 
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